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Introduction génerale

Le cancer de I’ovaire est parmi les maladies gynécologiques les plus agressives. En France,
4600 nouveau cas et plus de 3200 déces sont enregistrés chaque année. Ce sombre pronostic
est d0 au caractére asymptomatique de la maladie, la plupart des patientes voyant leur maladie
diagnostiquée a un stade tardif. Le traitement de référence est la chirurgie suivie d’une
chimiothérapie a base de platine et de paclitaxel. Une bonne réponse a la premiére ligne de
traitement est généralement observée, malheureusement suivie a relativement court terme
d’une récidive de la maladie souvent associée a une résistance au traitement et responsable

d’une survie a 5 ans inférieure a 30%.

A ce jour, il n’existe pas de traitement alternatif satisfaisant. Il est donc urgent de développer
de nouvelles stratégies pour améliorer la prise en charge des patientes atteintes d’un cancer

ovarien.

Dans ces cancers, notre unité a mis en évidence I’implication des protéines anti-apoptotiques
Bcl-x. et Mcl-1 dans la survie des cellules cancéreuses ovariennes, et montré que leur
inhibition concomitante est nécessaire et suffisante pour entrainer leur mort par apoptose. Ces

protéines constituent donc des cibles pertinentes pour le traitement des cancers de 1’ovaire.

Différentes stratégies ont été développées pour induire 1’inhibition de I’expression de ces
protéines, telles que I’utilisation d’oligonucléotides antisens ou de siARN. Cependant leur
utilisation in vivo est limitée par leur instabilité sérique et intracellulaire, par 1’absence de
méthodes de vectorisation satisfaisantes et parfois du fait de leur toxicité. L’expression des
protéines Bcl-xL et Mcl-1 peut aussi étre ciblée par utilisation d’inhibiteurs des voies de
signalisation impliquées dans le contrdle de leur expression. Ces stratégies sont en cours
d’évaluation y compris dans notre unité, mais la toxicité des associations d’inhibiteurs
envisagées peut constituer un frein a leur développement. Au cours de cette derniére décennie,
une nouvelle stratégie a émergé pour contrecarrer 1’activité de ces anti-apoptotiques, basée sur
I’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques directs de ces protéines, mimes du domaine BH3

des protéines pro-apoptotiques et de ce fait qualifiées de BH3-mimétiques.

L’ABT-737 ou son analogue administrable par voie orale I’ABT-263 (Navitoclax), développé
par le laboratoire pharmaceutique Abbvie, est I’une des premieres molécules BH3-mimétique

a avoir éte créee pour inhiber Bcl-x.. Toutefois elle ne manifeste aucune affinité pour Mcl-1,
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qui constitue ainsi 1’une des principales protéines responsables de la résistance a cette

molécule.

L’inhibition de Mcl-1 représente un enjeu majeur pour la sensibilisation aux molécules ciblant
Bcl-2 et/ou Bcl-xL, ou pour induire I’apoptose dans les cellules qui dépendent strictement de

Mcl-1 pour leur survie.

C’est dans ce contexte que s’inscrit mon projet de thése réalisé au sein de 1’Axe « Biologie et
Thérapies Innovantes des Cancers de 1’Ovaire » (BioTICLA) de 1’unit¢é ANTICIPE.

L’objectif de mon travail a donc porté sur deux volets différents.

Le premier volet a consisté a cribler des molécules appartenant a différentes familles
chimiques (Oligopyridines dérivées du Pyridoclax, ou analogues de MIM1) dans le but
d’identifier de nouveaux inhibiteurs de Mcl-1 plus actifs que les molécules dont ils sont issus.

Nous avons évalué 1’activité biologique de ces molécules sur les lignées cancéreuses

ovariennes chimiorésistantes IGROV1-R10, A2780 et SKOV-3.

Le deuxiéme volet a consisté en 1’évaluation préclinique du sel de Pyridoclax, « Lead » de la
premiere génération des oligopyridines précédemment identifié par notre équipe. Nous avons
étudié I’effet de différentes doses de Pyridoclax administrées par différentes voies
d’administration in vivo, en agent seul ou en combinaison avec I’ABT-263 sur differents

modeles tumoraux établis a partir des lignées chimiorésistantes de cancers ovariens.

Mon manuscrit de thése contient une introduction bibliographique qui présente les cancers de
’ovaire et leur prise en charge thérapeutique, I’apoptose et I’implication de la famille Bcl-2 et
enfin les possibilités de modulation de ’activité des protéines anti-apoptotiques. Il présente
ensuite les différents résultats obtenus sur 1’évaluation in vitro des différentes familles de
molécules évaluées, ainsi que 1’effet anti-tumoral du sel de Pyridoclax administré in vivo.
L’ensemble des résultats est suivi d’une discussion générale présentant les perspectives de ce
travail. Le matériel et méthode est egalement inclus en fin de manuscrit, suivi des références

bibliographiques.
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1.1. Généralités

Le cancer de I’ovaire est le 7°™ cancer le plus fréquent dans le monde et la 8™ cause de
déceés par cancer chez la femme. Chaque année, environ 240.000 cas sont diagnostiqués et
pres de 150.000 cas de déces sont enregistrés (Ferlay et al., 2015). En France, selon le rapport
2015 de I’Institut National du Cancer (INCa), le cancer de 1’ovaire constitue la premicre cause
de déces par cancer gynécologique (3132 decés/an). Avec prés de 4580 nouveaux cas/an, la
fréquence du cancer de 1’ovaire reste relativement faible au regard des autres cancers tels que
le cancer du colon-rectum ou celui du sein. Cependant, le rapport mortalité/incidence est

nettement plus élevé, preuve evidente de la gravité de ce cancer.

Certaines femmes peuvent présenter un risque plus élevé que la moyenne d’étre atteintes d’un
cancer de I’ovaire et cela est lié a plusieurs facteurs dont certains sont essentiels tels que 1’age,
I’hérédité et les facteurs hormonaux. L’age contribue a 1’apparition de plusieurs cancers dont
le cancer de 1’ovaire par accumulation progressive des altérations géniques dans les cellules.
Ces altérations peuvent également étre transmises d’une génération a une autre, conduisant a
’apparition des cancers chez les membres de la méme famille. Dans les cancers de 1’ovaire, 5
a 10% des cancers de type épithélial sont d’origine héréditaire dont neuf sur dix sont liés a la
mutation des génes BRCAL et BRCA2 impliqués dans le contrdle de la réplication d’ADN.
Les personnes prédisposées génétiquement bénéficieront d’une consultation oncogénétique
afin d’identifier des mutations suspectées comme ¢€tant a 1’origine du risque familial et leur
offrir une surveillance particuliére. L historique hormonal de la femme influence également le
risque de cancers de l’ovaire. En effet, les grossesses répétées, 1’allaitement et les
contraceptions réduisent le nombre d’ovulations et diminuent le risque des cancers. A
I’inverse, la puberté précoce, la ménopause tardive et I’hormonothérapie souvent utilisée pour
contréler les symptémes de la ménopause augmentent les risques de cancers de 1’ovaire.
D’autres facteurs de risque sont aussi suspectés de favoriser 1’apparition de cancers de

I’ovaire tels que 1’obésité, le tabagisme et des facteurs environnementaux.

Le caractére asymptomatique de cette maladie et le manque de moyens de dépistage sont les
raisons pour lesquelles le cancer de I’ovaire est souvent diagnostiqué a un stade avancé (stade
Il ou IV). Le traitement standard consiste en une exérése chirurgicale suivie d’un traitement
par chimiothérapie associant un dérivé du platine (carboplatine) et un taxane (paclitaxel).
Malgré de bons taux de réponse a ce traitement initial, les rechutes fréquentes et 1’acquisition

d’une chimiorésistance sont responsables des échecs thérapeutiques. De ce fait, la survie
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globale des patientes a 5 ans, tous stades confondus, n’atteint que 45%. L’identification de

nouvelles stratégies pour traiter les cancers de 1’ovaire sont indispensables.

1.2. Description des cancers de ’ovaire

Le cancer de I’ovaire est une maladie trés hétérogéne sur le plan histologique et moléculaire et
se présente sous différentes formes dans la cavité pelvienne. Elle se trouve localisée sous
forme de tumeur primaire au niveau des ovaires ou disséminée par les voies lymphatique et
sanguine vers les ganglions et les parenchymes des organes distants, mais également a travers
la cavité abdominale formant ainsi des nodules tumoraux a la surface péritonéale et favorisant
I’accumulation de liquide péritonéal (ascite). Cette caractéristique des cancers de ’ovaire
augmente leur degré d’agressivité. Ainsi, la classification de ces cancers représente une étape
importante pour assigner les patientes et leurs tumeurs a des groupes de pronostic aboutissant

a un traitement individuel et spécifique pour chaque pathologie (Prat, 2014).
I.2.1. Classification des cancers de ’ovaire

La classification établie par la Fédération Internationale de la Gynécologie et Obstétrique
(FIGO), établie en 1988 a Rio de Janeiro et actualisée en 2014, permet de définir le stade de
dissémination de la tumeur et de décider de la prise en charge de ces cancers. Cette
classification est principalement basée sur des criteres chirurgicaux établis en fonction de
I’étendue de la maladie et de I’histopathologie déterminée en fonction du type cellulaire
constituant la tumeur (grade) (Mutch and Prat, 2014). En fonction de la dissémination de la
tumeur, les cancers de 1’ovaire sont classés en 4 stades différents, allant du stade | ou la
tumeur primaire est confinée au niveau des ovaires, jusqu’au stade IV ou la tumeur est
dissiminée en dehors de la cavité abdominale. Le stade tumoral est donc un facteur majeur
pronostique des cancers de I’ovaire. Les différents critéres correspondants a chacun des stades

sont représentés dans le Tableau 1.

Le grade des cancers de I’ovaire définit 1’agressivité de la maladie en se basant sur les
observations microscopiques des biopsies. Les cancers sont donc classés en bas grade, lorsque
les tumeurs sont composées de cellules cancéreuses semblables aux cellules normales et peu
prolifératives, ou bien en haut grade lorsque les cellules cancéreuses sont trés différentes des

cellules normales et trés proliférantes (Shih and Kurman, 2004).
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Tableau 1. Classification des cancers de I’ovaire selon la Fédération Internationale de Gynécologie et
Obstétrique (FIGO).

Stades Description
1 (T1-NO-M0) Tumeur limitée aux ovaires ou aux trompes de Fallope

La tumeur est limitée & un des deux ovaires (capsule intacte) ou aux trompes de Fallope. Absence de tumeurs au niveau de la

IA (T1a-NO-MO) o 5 ; 2 Ry N P
surface épithéliale ovarienne ou tubaire. Absence de cellules cancéreuses dans I'ascites et le liquide péritonéal.

La tumeur est limitée aux deux ovaires (capsule intacte) ou aux trompes de Fallope. Absence de tumeurs a la surface épithéliale

1B (T1b-NO-MO) ovarienne ou tubaire. Absence de cellules cancéreuses dans l'ascite ou dans le liquide péritonéal.

La tumeur est limitée dans I'un ou les deux ovaires ou aux trompes de Fallope avec les caractéristiques suivantes:

Déversement chirurgical

Rupture de la capsule ovarienne avant chirurgie conduisant au développement tumorale a la surface épithéliale ovarienne ou
tubaire

Présence de cellules cancéreuses dans I'ascite ou dans le liquide péritonéal

IC (T1c1-NO-MO)

IC1 (T1c1-NO-MO)

1€2 (T1c2-NO-MO) Stage IA Stage IB Stage IC
1C3 (T1c3-NO-MO)

Cancer inside Cancer inside both
ovaries or ian tubes

one ovary

Fallopian i F pi
tube tube lulbe

b

Cancer cells
in pelvic
peritoneum

¥ ')

11 (T2-NO-MO0) Tumeur impliquant I'un ou les deux ovaires ou les trompes de Fallope avec une extension pelvienne ou tumeur péritonéale primaire

Vagina

Extension et/ou implantation au niveau de I'utérus, trompes de Fallope et/ou les ovaires

Extension vers d’autres tissus pelviens intrapéritonéaux
IIA (T2a-NO-M0)

Stage lIA Stage lIB Stage Il
1B (T2b-NO-MO)

Colon Cancer in pelvic
peritoneum

Fallopian tubes,

Vagina

Primary Peritoneal Cancer

111 (T1/T2-N1-M0) Tumeur impliguant 'un ou les deux ovaires ou les trompes de Fallope ou tumeur péritonéale primaire avec une propagation au péritoine extra-
elvien confirmés cytologiquement et histologiquement avec ou sans métastases aux niveaux des ganglions lymphatiques rétro-péritonéaux

Métastases restreintes aux ganglions lymphatiques rétro-péritonéaux :
IIIA1(i) : Métastases jusqu’a 10mm de diamétre
A (T1/T2-N1-MO) 1IIA1(ii) : Métastases > 10mm de diamétre
1IIA2 : Métastases microscopiques extra-pelviennes impliquant la cavité péritonéale avec ou sans métastases aux niveaux des
ganglions lymphatiques rétro-péritonéaux

IIA2 (T3a2-NO/N1-MO0) Métastase péritonéales macroscopiques extra-pelvienne < 2cm de diamétre avec ou sans métastases aux niveaux des
ganglions lymphatiques rétro-péritonéaux
11IB (T3b-NO/N1-MO0) Meétastases péritonéales macroscopique extra-pelvienne > 2cm de dimension avec ou sans métastases au niveaux des
ganglions lymphatiques (impliquant I'extension au niveau des capsules du foie et de la rate sans métastases
1IC (T3¢c-NO/N1-MO) parenchymateuses dans les organes)

IV (T1/T2-N1-M0) Métastases a distance impliquant la métastases péritonéales

IVA (T1/T2-NO/N1-M1) Epanchement pleural avec une cytologie positive
IVB (T1/T2-NO/N1-M1) Meétastases parenchymateuses et métastases aux niveauxdes organes extra-abdominaux (impliquant les ganglions lymphatiques
hors cavité abdominale).




Les cancers de 1’ovaire sont composés de plusieurs types histologiques issus de 3 différents
types cellulaires : épithéliales, germinales ou stromales (Figure 1). Les cancers de type
épithélial appelés aussi « carcinomes » sont les cancers ovariens les plus fréquents (90%). Ils
sont constitués d’au moins cinq principaux sous-types de carcinomes ovariens : les Carcinome
Séreux de Haut Grade (CSHG) (70%), les Carcinomes Séreux de Bas Grade (CSBG) (5%),
les Carcinome Endométrioides (CE) (10%), les Carcinomes a Cellules Claires (CCC) (10%)
et les Carcinomes Mucineux (CM) (3%). D’autres tumeurs telles que les tumeurs de cellules
germinales, celles du cordon sexuel et de stroma sont beaucoup moins fréquentes que les
carcinomes et ne représentent que 10% des cancers de I’ovaire (Figure 1). Contrairement aux
cancers épithéliaux, ces tumeurs sont bénignes et se développent a partir des cellules
ovarienne d’origine non épithéliale (Shih and Kurman, 2004 ; Karnezis et al., 2016).

Epithélium de surface (90%) Cordon sexuel du stroma (7%) Cellules germinales (3%)

* Séreux * Cellules granulosa * Dysgerminome

*  Mucineux * Thécome * Sac Yolk

* Endometrioide * Fibrome » Carcinome embryonaire
* Cellules claire * Cellules de Sertoli-Leydig * Choriocarciniome

* Cellules transitionnelle » Steroides * Teratome

Figure 1 : Origine cellulaire des différents cancers ovariens (D’aprés Romero and Bast, 2012).
Les cancers épithéliaux représentent une trés grande diversité de par leur épidémiologie, leurs

facteurs génétiques, leur origine et modéle de dissémination, leur oncogenese, leur réponse
aux traitements et leur pronostic (Prat, 2012 ; Gilks and Prat, 2009) (Tableau 2).
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Tableau 2. Caractéristiques des carcinomes ovariens.

Epidémiologie

Facteurs de risque

Tissues d’origine

Lésions
précurseurs

Modéles de
dissémination

Anomalies
moléculaires

Pléomorphisme
nucléaire, et
Activité mitotique

Stratégies
de prévention

chimio —sensibilité
(platine/taxane)

Carcinomes Séreux

Haut Grade (CSHG)

70%
Stade I11 ou IV

BRCAI, BRCA2,
RAD5IC et RAD51D

Extrémité distale des
trompes de Fallope
(Fimbria)

Kystes d’inclusion
corticale ovarienne

Carcinome
intrapéritonéale
tubaire Séreux (CITS)

Une métastase Trans-
péritonéale précoce

TP53, BRCAI/2
(instabilite
chromosomique)

Fort niveau de
nucléo-morphisme et
forte activité
mitotique

Contraception orale,
ligature des trompes
de Fallope,
salpingectomie
opportuniste,
salpingo-
oophorectomie

Forte

Mauvais

Carcinomes
Endométrioides
(ED)
10%
stade I et 11
HNPCC
(Syndrome de
Lynch)
Endométriose ou
Adénofibrome
Endometrioide

Endométriose

Localisé au niveau de
la cavité pelvienne

PTEN, PIK3CA,
CTNNB1

Nucléomorphisme
modéré et faible
activité mitotique

Ligature des trompes
de Fallope,
Salpingectomie
opportuniste,
contraception orale

Forte

Favorable

Carcinomes a Carcinomes
Cellules Claires Mucineux (CM)
(CCCO)
10% 3%
stade I et 11

HNPCC ?
(Syndrome de Lynch)
Endométriose ou
Adénofibrome
Endometrioide ?
Endomeétriose Cystadenome/

tumeurs borderlines
Localisé au niveaude Localisé au niveau
la cavité pelvienne des ovaires

HNFI1, ARIDIA,
PTEN

KRAS, HER?2

Pléomorphisme faible
et activité mitotique ?
rare

Ligature des trompes
de Fallope,
Salpingectomie
opportuniste ou
contraception orale

de Fallope,
contraception orale

Faible Faible

Intermédiaire Favorable

Ligature des trompes

Carcinomes Séreux
Bas Grade (CSBG)

5%

Endosalpingiose,
hyperplasie papillaire
tubaire

Tumeurs séreux
borderlines

Meétastase trans-
péritonéale

BRAF, KRAS, ERBB2

Uniformité nucléaire
et faible activité
mitotique

Faible

Intermédiaire

Une nouvelle classification établie en 2014 a permis de distinguer deux grandes catégories de

cancers épithéliaux de 1’ovaire ; les tumeurs de type | et de type Il (Shih and Kurman, 2004).

Ces deux catégories de tumeurs ont été classées selon leurs caractéristiques morphologiques

(origine), immunohistochimiques, leur altération génétique et leur tumorogenése (Figure 2).

Ce modeéle de classification a été réactualisé tres réecemment par les mémes auteurs (Kurman
and Shih, 2016).
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Mucinous Clear cell LowGrade LGSC High Grade
Endometrioid Endometrioid

Type | Type ll

Figure 2 : Les différentes origines et sous-types histologiques associés aux tumeurs de type I et Il (d’aprés
Romero and Bast, 2012)

Les tumeurs de type I sont cliniqguement indolentes, souvent diagnostiquées dans les premiers
stades de la maladie (stade I ou Il). Elles sont tres différentes sur le plan histologique a cause
de leur origine distincte ce qui permet une classification facile par le pathologiste en
carcinomes séreux et endométrioides de bas grade, carcinomes a cellules claire et carcinomes
mucineux (Figure 2). Ces tumeurs sont caractérisées par une stabilité chromosomique avec
une fréquente altération des grandes voies de signalisation telles que ; I’activation constitutive
de la voie PI3K/AKT et/ou MAPK (mutations gain de fonction de KRAS, BRAF, PIK3CA,
mutations perte de fonction des régulateurs négatifs comme PTEN et PPP2R1A), I’activation
de la voie Wnt-B-caténine (mutation du gene CTNNB1 codant pour la B-caténine) ou la voie
de I’instabilité des microsatellites. Ces tumeurs sont originaires de lésions précurseurs telles
que les fibromes (cystadénomes), les tumeurs borderlines et 1’endométriose (Kurman and
Shih, 2011).
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Les tumeurs de type Il ont des différences histologiques trés subtiles établies en fonction du
modéle cellulaire prédominant (papillaire, glandulaire ou kystique) en carcinomes séreux de
haut grade, carcinomes endométrioides de haut grade ou carcinomes indifférenciés (Figure 2).
Les tumeurs mixtes millériennes (tumeurs rares et agressives de l’utérus) sont également
incluses dans cette catégorie. Ces tumeurs présentent une instabilité chromosomique majeure
(avec frequentes pertes / gains de locus chromosomiques), secondaire a 1’inactivation des
génes impliqués dans I’intégrité génomique comme TP53 et BRCA1/2, mais elles arborent
rarement les mutations retrouvées dans les tumeurs de type I. L’histogenése de ces tumeurs
semble étre tres différente, expliquant leur profil moléculaire et leur comportement clinique
différent (Kurman and Shih, 2011).

Les carcinomes séreux de haut grade sont les cancers épithéliaux de I’ovaire les plus fréquents

et les plus agressifs et ¢’est & eux que notre unité s’intéresse particulierement.
1.2.2. Les Carcinomes séreux de haut grade

1.2.2.1. Caractéristiques des carcinomes séreux de haut grade

Les carcinomes séreux de haut grade (CSHG ou plus communément HGSOC) sont de loin les
cancers ovariens les plus fréquents et les plus meurtriers. Approximativement 80% de ces
cancers sont diagnostiqués a des stades tres avancés de la maladie. lls sont composés de
cellules de tailles différentes, généralement organisées selon une architecture histologique
micropapillaire contenant des espaces en fonte typiques et un important pléomorphisme
nucléaire caractéristique de cette catégorie de tumeurs. Ce dernier critére est souvent utilisé
par les pathologistes pour distinguer les carcinomes séreux de haut grade de ceux de bas
grade. Cependant, a un degré d’atypies nucléaires équivalent, I’index mitotique, largement
supérieure dans les CSHG, peut étre utilisé comme un critére distinctif de ces deux types
tumoraux (Gilks and Prat, 2009). Les tumeurs CSHG sont souvent associees a des
composantes glandulaires, micro-cystiques ou solides qui sont a 1’origine de confusions avec
les carcinomes endométrioides, a cellules claires ou indifférenciés (Figure 3). Dans tous ces
cas de figure, la présence d’au moins une caractéristique des CSHG suffit a éliminer toutes les

autres possibilites.
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Figure 3: Les différents types
histologiques des CSHG.

(A) Architecture papillaire  ou

®81Y micropapillaire  avec un  ratio
#8 noyaux/cytoplasme trés élevé et un

pléomorphisme nucléaire important ;

(B) Architecture glandulaire semblable
i a celle du carcinome endométrioide ;

& (C) CSHG avec une composante a
$84 cytoplasme clair et un pléomorphisme
i nucléaire trés important ;

= (D). Architecture solide prédominante
4 avec des espaces en fonte trés marqués
et un nucléo-morphisme important.

Ces confusions sont aussi résolues par une caractérisation moléculaire de ces tumeurs. En
effet, les CSHG arborent souvent des altérations des genes de réparation de I’ADN tels que la
mutation TP53 (>90%) ou BRCA1/2 (30-45%), conduisant a une instabilité chromosomique et
a une aneuploidie. D’autres mutations beaucoup moins fréquentes sont aussi observées telles
que la délétion du géne de régulation PTEN et I’hyper-méthylation de RAD51 (Gurung et al.,
2013).

1.2.2.2. Origines des carcinomes séreux de haut grade

Il a longtemps été considéré que les carcinomes séreux sont exclusivement originaires de
I’épithélium ovarien de surface. Cette théorie a été remise en cause ces dernieres décennies
suite a I’identification d’une lésion précurseur au niveau des trompes de Fallope lors de
chirurgies salpingo-ovariectomie prophylactiques chez des patientes prédisposées aux cancers
de I’ovaire (portantes des mutations germinales ou sporadiques du géne BRCAL/2 ou bien

ayant un syndrome familial de cancer de I’ovaire) (Callahan et al., 2007).

La théorie la plus répandue sur ’origine des cancers de 1’ovaire serait que le cancer de

I’ovaire dériverait des cellules de 1’épithélium de surface ovarien (Figure 4).
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Figure 4 : Mod¢le de transformation de 1’épithélium de surface ovarien avec inclusion des kystes (Levanon
etal., 2008).

Au cours du processus de ’ovulation, 1’épithélium de surface des ovaires se rompt et le
mécanisme de réparation contribue a 1’accumulation de mutations de TP53 et a la
transformation de ces cellules en cellules malignes. Ainsi, les kystes d’inclusion corticales se
forment a partir de 1’épithélium contenant les cellules transformées (Figure 4). Ces cellules
vont étre exposées a un environnement du stroma ovarien qui pourra, en présence
d’inflammations dues a la survenue du cycle d’ovulation, entrainer leur transformation
maligne (Kurman and Shih, 2011).

Dans la seconde théorie, les cancers de I’ovaire se développent a partir de la muqueuse des
trompes de Fallope ou ils restent confinées sous forme de carcinomes intraépithéliaux tubaires
séreux (STIC), souvent localisés au niveau du Fimbria (extrémité distale des trompes de
Fallope ; Morrison et al.,, 2015). Différentes observations ont supporté 1’idée que le
microenvironnement tubaire exercait une inhibition de la progression du cancer au niveau des
trompes de Fallope. Ces tumeurs sont non-invasives, leur présence au niveau des ovaires se
fait par exfoliation des cellules cancéreuses et leur implantation sur la surface ovarienne
conduisent a la formation d’une masse tumorale au niveau de 1’ovaire, laissant croire qu’il est
le site d’initiation des CSHG (Figure 5A) (Piek et al., 2003 ; Karnezis et al., 2016 ; Kurman
and Shih, 2011).
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Ces cellules qui s’exfolient du Fimbria vers la surface de 1’ovaire peuvent se disposer au
niveau des sites de rupture de I’épithélium de surface ovariens suite a 1’ovulation et forment
ainsi les kystes d’inclusion. Ceci suggere que les tumeurs ovariennes peuvent se développer a
partir de ces kystes d’inclusion comme envisagé précédemment, mais dont 1’origine est

tubaire plutdt qu’épithéliale (Figure 5B).

A i
Fallopian
\\ !ubel /
/ ///ﬂ/]/J ‘
/ u
/7 o I\f-}/ 1
vary ‘ JJ 1 ey > 3
{ ) /o7 STIC cells exfoliate
\ | and implant on
| ovarian surface
/ : \
\ i
)
Fimbria ==
-~
Invagination de
I'épithélium tubaire
Implantation des STIC «
au niveau du 7
cite d’ovulation 7 Ovulation| | e
— i) site = ra
: :
~N
Ovary Formation du kyste
d’inclusion corticale
entouréde
I'épithélium tubaire

Figure 5 : Origine des carcinomes séreux de haut grade.
A) Dissémination des STIC a partir de la Fimbria vers 1’épithélium ovarien. (B) Transmission des cellules
épithéliales tubaires vers 1’ovaire au niveau du site dénudé aprés ovulation (Kurman and Shih, 2011).

Plusieurs études ont confirmé la théorie selon laquelle les carcinomes intraépithéliaux tubaires
séreux sont les précurseurs des CSHG. En effet, les analyses génétiques ont démontré que le
profil génétique des CSHG est semblable a celui de I’épithélium des trompes de Fallope et
non a [1’épithélium ovarien de surface (Marquez, 2005). De plus, les analyses
d’immunohistochimie ont démontré que les CSHG n’expriment pas de marqueurs spécifiques
de I’épithélium ovarien de surface mais de préférence la protéine PAX8, marqueur millerien

présent dans la muqueuse des trompes de Fallope. La corrélation dans 1’expression des
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protéines p53, pl6 et Ki-67 entre les CSHG et leurs lésions précurseurs est une preuve

supplémentaire qui vient appuyer la théorie de ’origine tubaire des CSHG.

|.3. Prise en charge des cancers de ’ovaire

Le cancer de I’ovaire est une maladie silencieuse surnommée « le tueur silencieux » car aucun
symptome ne se manifeste dans les premiers stades de cette maladie. Certains symptomes non
distinctifs peuvent cependant se manifester et la patiente peut se souvenir de les avoir eus
pendant la période précédant le diagnostic. Parmi ces signes, on peut distinguer une fatigue
chronique, des ballonnements, des douleurs pelviennes ou abdominales et des saignements
urinaires (Alvarez et al., 2016). Cette maladie est donc souvent diagnostiquée de maniere
inattendue lors d’une consultation médicale de routine. Une fois le diagnostic de cancer de
I’ovaire établi, la patiente passera une IRM (imagerie de résonnance magnétique) pour définir
la malignité de la maladie. En cas de suspicion de malignité, les cliniciens auront recours au
scanner puis a une coelioscopie exploratrice afin d’évaluer 1’étendue de la maladie
(stadification). Dans la plupart des cas, les patientes sont diagnostiquées a des stades tardifs
de la maladie (présence de métastases). Selon 1’étendue et la propagation de la tumeur et I’état
de santé de la patiente, cette derniere sera opérée avant qu’une chimiothérapie lui soit
prescrite, ou une chimiothérapie néo-adjuvante sera prescrite afin de réduire 1’étendue de la

maladie avant la résection des nodules tumoraux.

Il existe par ailleurs des marqueurs tumoraux circulants tels que le CA125 (Cancer Antigen
125) qui permettent de suivre 1’évolution de la maladie. Néanmoins, son augmentation ayant
¢été constatée dans d’autres types de cancers, il ne représente donc pas un marqueur spécifique

des cancers ovariens.

La chirurgie et la chimiothérapie sont les traitements habituellement recommandés pour les
carcinomes ovariens. La prise en charge est principalement basée sur 1’état général de la

patiente, le type histologique de la tumeur et son stade d’évolution.
1.3.1. La chirurgie

La chirurgie de réduction fait partie intégrante du traitement de référence des cancers de
I’ovaire. Pour les patientes désirant garder leur fertilité, une chirurgie conservatrice (une
annexectomie unilatérale) peut étre proposée pour les stades I. Dans le cas des tumeurs

présentant un stade de dissémination élevé, 1’objectif principal de la chirurgie est la résection
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% progression-free survival

compléte de la carcinose macroscopique disséminée sur les tissus et les organes de la cavité
abdominale des patientes. Elle inclut une hystérectomie totale, une salpingo-oophorectomie
bilatérale, une appendicectomie (principalement les tumeurs mucineuses), et une
péritonectomie. Une dissection systématique des ganglions para-aortiques et pelvienne est

nécessaire pour les stades avancés de la maladie.

Le moment auquel est proposé le geste chirurgical dépend de 1’age et de 1’état général des
patientes ainsi que de I’étendue de la maladie. Elle peut étre pratiquée en traitement initial
suivie d’une chimiothérapie ou au contraire en traitement d’intervalle aprés une
chimiothérapie néoadjuvante lorsque la coelioscopie exploratoire suggere que la masse
tumorale n’est pas opérable d’emblée. En fonction du niveau d’exérese tumorale, la chirurgie
est qualifiée d’optimale (résidus tumoraux <lcm de diamétre) ou sub-optimale (résidus
tumoraux >1cm de diamétre). La qualité¢ de la résection tumorale est un facteur pronostique
important pour la qualité de vie des patientes et leur réponse au traitement (du Bois et al.,
2009) (Figure 6).

Le pronostic des patientes présentant une tumeur de stade précoce ou le cancer est de bas
grade et confiné au niveau des ovaires (stade IA et IB) est excellent, leur survie a 5 ans sans
chimiothérapie étant supérieure a 90%. Cependant, chez les patientes avec une composante
cancéreuse dans I’ascite, le liquide péritonéale (stade IC) ou présentant une extension
pelvienne avec une histologie de haut grade (stade I1), le risque de récidive est elevé et une

chimiothérapie adjuvante est recommandée.
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Figure 6 : Impact de la taille des résidus tumoraux en fin de chirurgie sur la survie globale et la survie
sans progression (du Bois et al., 2009).
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1.3.2. La chimiothérapie de premiere ligne

1.3.2.1. La chimiothérapie adjuvante

La chimiothérapie adjuvante est rapidement prescrite apres la chirurgie de réduction afin
d’¢liminer les résidus tumoraux non ¢éliminés du fait de leur taille microscopique ou de leur
inaccessibilité. La chimiothérapie a base du sel de platine combinée a un dérivé taxane est
fréquemment proposée en traitement de premiére ligne des cancers ovariens de haut grade
(stade II et plus) et d’une histologie spécifigue (CSHG ou CCC). Le carboplatine est
davantage recommandé que le cisplatine (CDDP) pour sa moindre toxicité rénale et son
efficacité équivalente en association avec le paclitaxel a celle du cisplatine / paclitaxel (du
Bois et al., 2003 ; Ozols et al., 2003). Le protocole standard de la chimiothérapie associe le
carboplatine AUC 5-6 au paclitaxel 175mg/m? en intraveineuse toutes les 3 semaines pendant
6 cycles. Cette chimiothérapie est souvent accompagnee par de sévéres effets secondaires liés
aux fortes doses de traitement, notamment une néphrotoxicité, une myélosuppression, une
thrombocytopénie intense, des réactions d’hypersensibilité, une myalgie et une neuropathie

périphérique constatées dans 70% des cas traités par le paclitaxel.

Pour pallier a toutes ces toxicités liées a la dose du traitement, plusieurs études ont été
amenées a évaluer I’effet de «la chimiothérapie dose-dense ». Cette derniere consiste a
augmenter 1’efficacit¢é du traitement en augmentant la fréquence de la chimiothérapie
(intervalle de temps rapproché entre les cures). Cette approche a été évaluée dans 1’essai
clinique JGOG3016 qui portait sur 631 patientes de stade Il a IV et dans lequel le protocole
standard de chimiothérapie a été comparé au protocole d’administration du paclitaxel a une
dose plus faible (80mg/m?), une fois par semaine pendant 6 cycles en combinaison avec le
carboplatine (Katsumata et al., 2013 ; Katsumata et al., 2009). Cette étude a démontré un
grand bénéfice pour les patientes avec une chirurgie de réduction sub-optimale chez lesquelles
a été enregistrée une nette amélioration de la survie sans progression (médiane 28 vs 17.5
mois) et de la survie globale (100.5 vs 62 mois). Cependant, la thérapie dense a été associée a
une forte toxicité hematologique qui a conduit a une discontinuité (52% vs 37%) ou a une
suspension du traitement (76% vs 67%). Une autre approche sur la thérapie dense a été
explorée dans 1’étude MITO7 ou de plus faibles doses de carboplatine et de paclitaxel ont été
administrées (AUC” 2 et 60mg/m? respectivement). Ce nouveau protocole n’a démontré
aucune différence significative par rapport au protocole standard en termes de survie. En

revanche, il a permis une nette ameélioration de la qualité de vie des patientes et une toxicité
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hématologique et neurologique moins marquée. Ce protocole pourrait donc étre une

alternative intéressante pour le traitement des patientes fragiles (Pignata et al., 2014).

Enfin, I’efficacité de triples combinaisons a également fait I’objet de plusieurs études. Ces
stratégies thérapeutiques, qualifiées de « thérapies intensives », ont pour objectif d’ajouter un
troisieme agent thérapeutique, tel que la doxorubicine et sa formule liposomale (Caelyx), la
gemcitabine, 1’épirubicine ou le topotécan, a la chimiothérapie standard afin d’améliorer son
efficacité. Cette approche n’a cependant pas amélioré la survie ni la qualité de vie des
patientes, mais plutbt provoqué de séveres toxicités principalement hématologiques
(destruction des cellules souches hématopoiétiques) (Markman et al., 1993) sans aucun

bénéfice sur la survie.
1.3.2.2. La chimiothérapie intrapéritonéale

La chimiothérapie intrapéritonéale (CIP) est une approche développée depuis les années 1980
en vue d’augmenter ’efficacité de la chimiothérapie sur les nodules de carcinose péritonéale.
Cette thérapie consiste a administrer une forte dose d’agents cytotoxiques (cisplatine,
paclitaxel) directement dans la cavité péritonéale en utilisant un cathéter. L’administration IP
permet d’exposer les cellules cancéreuses disséminées dans la cavité abdominale sous forme
de micro-nodules non éliminés par la chirurgie a des concentrations 10 a 1000 fois
supeérieures a celles obtenues lors d’une administration par voie IV (Markman et al., 1993), en
fonction du facteur de diffusion conditionné par le poids moléculaire et la lipophilie du
produit considéré ainsi que par l’indice de perméabilité du peéritoine. Par conséquent,
I’administration de la chimiothérapie par voie IP améliore le profil pharmacocinétique des
médicaments et limite la toxicité systémique associée a la chimiothérapie intraveineuse
(Ansaloni et al., 2015). L’efficacité de la CIP dans le traitement des cancers de I’ovaire a été
démontrée dans plusieurs études cliniques telles que 1’étude randomisée GOG172 dans
laquelle 1’administration intraveineuse du CDDP/paclitaxel (75mg/m? et 135mg/m?
respectivement) a été comparée a ’administration IP de la méme association (100mg/m? de
CDDP et 60mg/m? de paclitaxel) chez des patientes qui ont également recu du paclitaxel a la
dose de 135mg/m? en IV. Cette étude a démontré une amélioration significative de la survie
sans progression (Hazard Ratio (HR) 0.78, Indice de Confiance (IC) 95% 0.70-0.86) et de la
survie globale (HR 0.81, 1C95% 0.72-0.90) chez des patientes avec une chirurgie de réduction
optimale (Armstrong et al., 2006). Cependant, la faible pénétration tissulaire et 1’hétérogénéité

dans la répartition des produits ainsi que les complications liées au dispositif d’administration
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intrapéritonéale sont les obstacles majeurs de la CIP qui limitent son utilisation en clinique
(Tableau 3).

Tableau 3. Avantages et inconvénients de la CIP et la CHIP.

_ Chimiothérapie intrapéritonéale Chimiothérapie intrapéritonéale hyperthermique

-Possibilité d’'une administration répétée grace -Possibilité d’exposition de la cavité abdominale a

au cathéter de fortes doses de chimiothérapie
Avantages -Augmentation de l'efficacité de la chimiothérapie
-Une faible toxicité systémique par le procédé d’hyperthermie
-Une faible toxicité systémique
-Complications liées au dispositif cathéter -Augmentations des risques de complications
Inconvénients -Mauvaise qualité de vie et interruption de intestinales et gastriques
traitement

Pour remédier a ces limites, la chimiothérapie intrapéritonéale hyperthermique (CHIP) a été
développée. Elle est réalisée en situation peropératoire afin de traiter la maladie résiduelle a
I’origine de la majorité des récidives. Le CDDP est un excellent candidat pour la CHIP grace
a ces propriétés pharmacologiques qui permettent, dans des conditions d’hyperthermie, une
absorption supérieure a 70% de la concentration intrapéritonéale et un faible ratio
concentration péritonéale/plasmatique. La CHIP, pratiquée a une température comprise entre
41 et 43°C selon deux modalités différentes (ventre ouvert ou fermé), augmente la pénétration
du CDDP dans les nodules tumoraux et empéche la fixation des cellules cancéreuses libérées
au cours de 1’exploration chirurgicale sur la matrice extracellulaire. L hyperthermie augmente
¢galement 1’efficacit¢ de la chimiothérapie par son réle majeur a la fois sur les cellules
cancéreuses (induction de I’apoptose en réponse aux dommages a I’ADN et a la dégradation
des protéines) mais aussi au niveau tissulaire, via la perturbation de la vascularisation (Classe
et al., 2010).

Cette approche a montré de bons résultats dans les cancers gastriques mais son utilisation
pour le traitement des cancers de I’ovaire reste occasionnelle. En effet, la lourdeur de cette
intervention fait apparaitre des complications d’ordre chirurgical et médical telles que des
fistules digestives, des abceés et des hémorragies abdominales conduisant a une mortalité plus
importante et a une restriction du spectre d’application aux patientes les plus jeunes présentant
un bon etat de santé général (Tableau 3). A cela s’ajoute I’exposition du personnel médical
aux produits cytotoxiques lors de I’intervention. De plus, les études cliniques reéalisées jusqu’a
maintenant sont dans la plupart des cas des études rétrospectives et monocentriques sans
population contréle ce qui rend difficile 1’évaluation du bénéfice de la CHIP dans le
traitement des cancers de 1’ovaire. Le protocole CHIPOR en cours de réalisation est un essai

clinique randomisé de phase Ill ayant précisément pour objectif d’évaluer ’efficacité de la
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chimiothérapie hyperthermique intra-péritonéale chez des patientes ayant un cancer de

I’ovaire en récidive (Bakrin et al., 2014).

1.3.2.3. La thérapie ciblée dans les cancers de I’ovaire : intérét des

antiangiogéniques

La thérapie ciblée est une approche thérapeutique qui a pour objectif de cibler spécifiquement
les cellules cancéreuses, limitant ainsi les effets « off-target » causés par la chimiothérapie
conventionnelle. Plusieurs stratégies ont été étudiées dont certaines font 1’objet de véritable

succes dans la prise en charge des cancers de 1’ovaire, tel que présenté ci-dessous.

Le concept de I’anti-angiogenése comme approche pour le traitement des cancers solides a été
abordé pour la premiere fois en 1971 par Judha Folkman, qui a souligné que la croissance de
la tumeur de 1 & 2 mm?3 nécessite une nouvelle vascularisation et que I’inhibition d’un tel
procédé abolirait la progression tumorale (Folkman, 1971). Les facteurs pro-angiogéniques
sont fréquemment fortement exprimés dans les cancers, conduisant a une formation non
contr6lée de nouveaux vaisseaux avec une architecture et une fonction altérées (vaisseaux
dilatés, tortueux et désorganisés) favorisant I’apparition de zones d’hypoxie et d’acidose dans
les tumeurs. L’environnement de cette néo-vascularisation est aussi altéré. Les cellules
endothéliales sont dépolarisées, déconnectées les unes des autres, morphologiquement
irrégulieres. La membrane basale est absente et les péricytes nécessaires au maintien des
vaisseaux sanguins sont disjoints et déconnectés des cellules endothéliales, voire absents
(Figure 7).

Toutes ces altérations entrainent une faible pression interstitielle et une hyperperméabilité
vasculaire responsable d’une mauvaise distribution des médicaments au niveau de la tumeur

et I’échec de la chimiothérapie (Maj et al., 2016).

La stratégie anti-angiogénique dans la thérapie cancéreuse est principalement axée sur la
neutralisation du facteur de croissance endothéliale vasculaire circulant (VEGF) et sur
I’inhibition de son récepteur tyrosine kinase (VEGFR). La théorie initiale concernant 1’action
des antiangiogéniques était la destruction des vaisseaux sanguins tumoraux conduisant a la
privation des cellules cancéreuses en nutriments et en oxygene, provoquant ainsi la régression
de la tumeur. Cependant, dans certaines tumeurs, les antiangiogéniques ont une action

synergique avec la chimiothérapie. Or I’efficacité de la chimiothérapie est dépendante d’une
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bonne distribution au niveau de la tumeur, ce qui a remis en cause le véritable mécanisme

d’action des antiangiogéniques.
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Figure 7 : Comparaison entre une vascularisation normale et une vascularisation tumorale.

(A) La vascularisation dans les tissus sains consiste en une distribution réguliére de monocouches de cellules
endothéliales polarisées soutenues par une membrane basale et des péricytes. (B) La vascularisation tumorale
présente une distribution irréguliére conduisant a la formation de zones d’hypoxie et des zones fortement
irriguées par des micro-vaisseaux. Ces vaisseaux sont caractérisés par une hyperperméabilité liée a I’absence de
cellules endothéliales de la membrane basale et a la désorganisation des péricytes (D’apres Carmeliet and Jain,
2011).

Des études récentes ont démontré une nouvelle fonction des agents antiangiogéniques qui
consiste a « normaliser les vaisseaux sanguins tumoraux ». C’est un phénomene par lequel
I’organisation, la perméabilité et I’environnement des vaisseaux tumoraux sont rétablis,
favorisant ainsi une meilleure biodisponibilité de la chimiothérapie au niveau de la tumeur
(Figure 8) (Maj et al., 2016).

Le Bévacizumab (Avastin®) est un anticorps monoclonal dirigé contre toutes les isoformes du
VEGEF. Son autorisation de mise sur le marché pour le traitement des cancers de [’ovaire a été
établie en 2012 suite aux succes de ’essai clinique GOG128 dans lequel 1’administration en
premiere ligne de traitement du Bévacizumab en association avec le carboplatine / paclitaxel
puis en traitement de maintien pendant 15 cycles a permis une amélioration dans la survie

sans progression et la survie globale des patientes (Burger et al., 2011). Le Bévacizumab a
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¢galement montré un intérét dans les traitements des cancers de I’ovaire sensibles ou

résistants au carboplatine (Aghajanian et al., 2012 ; Poveda et al., 2015).

A) Vascularisation normale B) Vascularisation anormale C) Vascularisation normalisé

Anti Pro

LI 3

Figure 8 : L hypothése de la normalisation vasculaire.

(A) L’angiogenése dans les tissus sains est régulée par un état d’équilibre entre les facteurs pro et
antiangiogéniques. (B) Dans les tumeurs, la balance est penchée en faveur des pro-angiogénique, conduisant a
une vascularisation non-contrdlée et une distribution hétérogéne dans la tumeur créant des zones d’hypoxie
résistantes au traitement. (C) Le rétablissement du niveau d’expression de ces facteurs et la régulation des voies
impliquées dans 1’angiogenése inverse 1’équilibre de la balance et normalise la vascularisation (D’aprés Maj et
al., 2016).

Les inhibiteurs du VEGFR ont, en outre, fait ’objet de plusieurs essais cliniques a I’instar du
Pazopanib ou du Nintedanib. Ce sont de petites molecules de formulation orale, qui inhibent
le site catalytique des domaines tyrosines kinases associés aux récepteurs pro-angiogéniques.
Ces inhibiteurs ont démontré une amélioration de la survie sans progression des patientes
atteintes d’un cancer avancé de l’ovaire mais leur efficacité est inférieure a celle du

Bévacizumab (du Bois et al., 2014 ; du Bois et al., 2014).
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En dépit de ces bénéfices, ’efficacité du Bévacizumab et des inhibiteurs des tyrosines kinases
reste limitée a certaines patientes et pour un temps limité (quelques mois). L’administration
des antiangiogéniques est souvent accompagnée par des effets secondaires divers tels qu’une
toxicité hématologique, une hypertension artérielle et une perturbation gastro-intestinale.
Cependant, l’inconvénient le plus sérieux des traitements antiangiogéniques est le
développement au niveau de la tumeur d’une résistance intrinseéque quelques temps apres la
fin du traitement (Figure 9). En effet, les tumeurs sont reconnues pour leur remarquable
plasticité et adaptabilité qui leur permettent d’échapper aux traitements. L’inhibition de la
voie principale de I’angiogencse favorise [’activation et 1’amplification d’autres voies
compensatrices impliquant les facteurs de croissance des fibroblastes (FGF), les ephrines, les
angiopoiétines et les facteurs influencant le recrutement des péricytes tels que les PDGFg.
L’activation de ces voies favorise la survie, la prolifération et la migration cellulaire
conduisant a une nouvelle vascularisation. Dans ce contexte, une nouvelle catégorie de
médicaments a été congue pour remédier a ce type de résistance, tel que le Trébananib, qui est
un pepti-anticorps (peptide greffé d’un domaine Fc d’un anticorps monoclonal) congu pour
interagir avec les angiopoiétines 1 et 2 et empécher ainsi leur interaction avec leur récepteur
spécifique Tie2. Le Trébananib est actuellement en essai clinique de phase Ill dans le
traitement des cancers de 1’ovaire. Il présente une amélioration de la survie des patientes avec
une bonne tolérance par rapport au traitement par le Bévacizumab ou par les inhibiteurs des

tyrosines kinases (Schmid and Oehler, 2015).

D’autres mécanismes d’adaptation de la tumeur envers les agents antiangiogéniques ont été
décrits dans la littérature. L’utilisation des agents antiangiogéniques peut conduire a
I’apparition de clones tolérants & un environnement hypoxique, trés résistants aux différents
types de traitements, ou au contraire, pourrait favoriser le développement d’un mimétisme
vasculaire formé par des cellules tumorales capables de s’organiser elles-méme en réseau
tubaire, permettant I’alimentation de la tumeur en oxygeéne et en nutriments (Millimaggi et al.,
2009).

Il est aujourd’hui difficile de prévoir la réponse aux traitements antiangiogéniques par
manque de facteurs prédictifs. Ce champ d’investigation reste donc prioritaire pour la mise en
place d’une sélection efficace des patientes qui pourront réellement benéficier de ce

traitement.
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Figure 9 : Stratégies d’inhibition des voies de I’angiogenése tumorale.

(A) Le microenvironnement tumoral et I’interaction entre les différentes cellules (tumoral et non tumorales)
affectent également 1’angiogenése par ’activation des voies de signalisations impliquées dans le recrutement
cellulaire et la construction vasculaire. (B) le VEGF/VEGFR est 1’axe principal de ’angiogenése. La fixation du
VEGEF sur son récepteur conduit a I’activation des voies PI3K-AKT et la phospholipase Cy (PLCy) permettant la
prolifération, la survie, la migration et la perméabilisation vasculaire. (C) L’inhibition chronique du
VEGF/VEGFR a montré une activation d’autres voies compensatrices d’angiogenése. Ces différentes voies de
signalisation indépendantes du VEGF sont contrdlées par des protéines clés telles que le couple FGF/FGFR,
I’angiopoétine-2 (Ang2) et ’oncogéne c-MET. Des thérapies complémentaires ont été développées pour
contrecarrer ces différentes voies de résistance aux antiangiogéniques telles que le Pan-inhibiteur FGFR utilisé
pour I’inhibition de I’axe FGF/FGFR, I’antagoniste de HGF, 1’anticorps anti-MET préconisés pour I’inhibition
de I’axe Met/HGF ou bien le Trabananib utilisé pour empécher I’interaction de Angl/2 avec leur récepteur
(D’aprés Bueno et al., 2017).

1.3.2.4. Chimiothérapie néoadjuvante

La chimiothérapie néoadjuvante (CTNA) est le traitement alternatif pour les patientes
présentant un stade avance de la maladie (I1lc/IV) chez lesquelles la réduction chirurgicale
optimale n’est pas envisageable (tumeur non résecable ou état général ne leur permettant pas
de supporter la chirurgie de réduction initiale). La CTNA consiste a administrer trois cycles

de chimiothérapie associant carboplatine/paclitaxel par voie IV, suivis d’une chirurgie
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d’intervalle puis de trois cycles de chimiothérapie additionnels post-chirurgicaux. Cette
approche a été évaluée par deux essais cliniques randomisées de phase I11 « EORT 55971 » et
« CHORUS » qui ont comparé la chirurgie de réduction en premiére ligne de traitement suivie
de la chimiothérapie adjuvante avec la CTNA suivie d’une chirurgie d’intervalle chez des
patientes de stade avancé de cancers épithéliaux de I’ovaire. Ces essais cliniques ont démontré
une similitude dans la survie sans progression et la survie globale entre les deux modes de
traitement, avec un faible taux de mortalité en faveur de la CTNA (Vergote et al., 2010 ;
Kehoe et al., 2015). Cependant, ces deux études sont controversees en raison de la survie sans
progression et de la survie globale qui apparaissaient assez faibles en comparaison avec les
données issues des autres essais cliniques, et de la qualité moyenne de la chirurgie de
réduction pratiquée dans les deux essais (temps de la chirurgie inférieur a 120min et résection
tumorale incompléete dans le groupe contréle) (Mahner et al., 2016). Néanmoins, toutes les
questions qui se sont posées sur I’efficacité¢ de la CTNA, principalement sur la qualité de la
chirurgie, le choix entre la CTNA et la chirurgie de réduction primaire dans le traitement des
cancers de ’ovaire, restent contester. Toutefois, la recommandation de la chimiothérapie
néoadjuvante en premiere ligne est de plus en plus fréquente ces dernieres années (Webber
and Friedlander, 2016).

1.3.2.5. Le traitement d’entretien

Le traitement d’entretien consiste a prolonger I’apport d’un ou de plusieurs agents
thérapeutiques aprés la chimiothérapie conventionnelle afin de ralentir la progression de la
maladie, la survenue des récidives et d’améliorer la qualité de vie des patientes. Le traitement
de maintien est également recommandé pour empécher la formation de résistances
développées par la tumeur aprés traitement. En effet, la chimiothérapie conventionnelle
pourrait étre responsable de 1’apparition d’une sélection de cellules souches cancéreuses ou
initiatrices de cancers, résistantes au traitement. Ainsi 1’exposition fréquente et répétée a
différents agents cytotoxiques pourrait inhiber la prolifération de ces cellules et ainsi limiter
leur propagation. Plusieurs études ont évalué la pertinence de la thérapie de consolidation en

utilisant différents types d’agents cytotoxiques.
Agents cytotoxiques standards en traitement de maintenance

L’effet des agents cytotoxiques standards en traitement de maintenance a été évalué dans
plusieurs essais cliniques. La plupart de ces traitements sont qualifiés d’agent « non-cross

resistant » avec la chimiothérapie initiale. Le Paclitaxel est I’un de ces agents, il a été évalué
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dans I’essai clinique de phase III mené par SouthWest Oncology Group et Gynecologic
Oncology Group (SWOG/GOG). Les résultats de cette étude ont démontré un gain significatif
dans la durée de vie sans progression en faveur des patientes de stade Ill et IV ayant recu 12
cycles de paclitaxel aprés la chimiothérapie conventionnelle (Markman et al., 2003).
Cependant, ce résultat n’a malheureusement pas été soutenu par le dernier essai clinique sur
I’efficacité des 6 cycles de paclitaxel dans lequel aucune différence significative n’a été
observée entre le groupe contrble (chimiothérapie conventionnelle sans traitement de
consolidation) et le groupe avec traitement de consolidation (Pecorelli et al., 2009). Le
topotecan, inhibiteur de la topoisomérase I, a aussi été évalué en maintenance dans 1’essai
clinique MITO-1 incluant les stades avancés des cancers de l’ovaire sensibles a la
chimiothérapie a base de platine et de paclitaxel. En dépit de son efficacité dans la deuxiéme
ligne de traitement, le topotecan en traitement de consolidation pendant 4 cycles n’a pas
amélioré I’efficacité de la chimiothérapie initiale (De Placido et al., 2004). Enfin, le docétaxel
a récemment été évalué dans le but de remplacer le paclitaxel dans cette stratégie et de limiter
ainsi la toxicité neurologique. Les résultats de cette étude ont révélé une bonne tolérance pour
les 6 cycles de traitement mais son efficacité sur la survie sans progression ou la survie

globale n’a pas encore été démontrée.

Ces dernieres annees, des agents de la thérapie ciblée ont été introduits dans les traitements de
consolidation dans le cadre de divers essais cliniques. L’utilisation des médicaments a action
ciblée tel que le Bévacizumab (anti-angiogénique) ou 1’olaparib (inhibiteur de PARP abordé
plus loin) dans ce type de traitements ont montré d’importants bénéfices notamment au niveau
de la toxicité liée aux effets « off-Target » des traitements conventionnels. Les différents
essais évaluant I’intérét de ces molécules dans le traitement des cancers de 1’ovaire sont

discutés ci-dessous.

1.3.3. Chimiothérapie de deuxieme ligne: récidive,

chimiorésistance et traitement associés

En dépit d’une bonne réponse a la premiére ligne de traitement (chirurgie + chimiothérapie),
la plupart des patientes rechutent dans les premiéres années apres le diagnostic. Cette récidive
est un vrai obstacle dans le traitement des cancers de 1’ovaire et ce méme apres une chirurgie
de résection compléte. Cette resistance est due au faite que les cellules développent des

mécanismes d’échappement a 1’effet cytotoxique des derivés de platine.
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1.3.3.1. Résistance aux dérivés de platine et traitement alternatifs des

rechutes

Les dérivés de platines sont parmi les agents anticancéreux les plus utilisés pour le traitement
des cancers dont les cancers de 1’ovaire. Les medicaments dérivés du platine et utilisés dans le
traitement chimiothérapeutique comprennent le cisplatine, le carboplatine et I’oxaliplatine. Le
cisplatine est la formulation inorganique (ne contient pas de carbone) alors que le carboplatine
et I’oxaliplatine contiennet des atomes de carbone et d’oxygéne. Du fait de leur mauvaise
biodisponibilité orale et de leur toxicité digestive, ce type de médicament est administré en
perfusion intraveineuse. Une fois dans la circulation sanguine, ces médicaments interagissent
aussi bien avec les protéines solubles qu’avec les ¢léments figurés du sang tels que les
érythrocytes conduisant a une faible élimination par 1’organisme. Au niveau des cellules
cibles, ces dérivés sont des intercalants de ’ADN. IlIs se fixent sélectivement sur les bases
puriques (A ou G) de I’ADN conduisant a la formation d’adduits. Ces derniers provoquent la
déformation de la structure de I’ADN, inhibant ainsi sa réplication, sa transcritption et
provocant la mort des cellules. Ces médicaments, souvent utilisés dans le traitement des
maladies cancéreuses, apportent ainsi un taux élevé de réponses et une stabilisation de la

maladie aprés la premiére ligne de traitement.

Malheureusement, certaines patientes présentent initialement une résistance intrinséque aux
thérapies a base de platine alors que d’autre la développent apres traitement, tel que c’est le
cas dans 75% des cancers de 1’ovaire. Cette résistance aux sels de platine est secondaire a des
altérations qui surviennent a différents niveaux de la cellule cancéreuse (Figure 10) et qui sont
classées en : i) pré-cible ; impliquant les mécanismes d’interférence avec les transporteurs
membranaires ou avec les molécules de détoxification, ii) au niveau de la cible ; comprenant
les mécanismes de réparation de I’ADN, et en iii) post-cible ; impliquant les évenements mis
en place apres la platination de I’ADN (Figure 11) (Dilruba and Kalayda, 2016).

La résistance pré-cible fait intervenir les altérations au niveau du procédé d’acheminement du
médicament via 1’expression, la localisation et le fonctionnement des transporteurs de cuivre
(CTR1) qui permettent la capture et la diffusion de ces molécules dans la cellule tumorale, des
membres de la famille des ATPases tels que les glycoprotéines-p, les protéines de résistances
multiples aux médicaments (MRP2) et les protéines Cooper (ATP7A, ATP7B) qui

augmentent I’efflux et ’exportation de ces petites molécules. La surexpression des enzymes
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de synthese du GSH ou de conjugaison au platine (Metallothioneins) qui favorise

I’inactivation et la neutralisation de ces dérivés dans la cellule est également impliquée.

Les mécanismes de résistance instaurés au niveau de la cible consistent d’une part en la
capacité de la cellule tumorale a augmenter son rythme de réparation par de multiples voies de
réparation (la réparation par excision des nucléotides (NER) et/ou la réparation mismatch

(MMRY)) ou a ignorer les Iésions non réparées de I’ADN.
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Figure 10 : Mécanisme de résistance au traitement a base des dérivés de platine (Dilruba and Kalayda,
2016).

L’un des mécanismes de résistance prédominant est 1’inactivation de la protéine suppresseur

de tumeur TP53, qui survient dans plus de la moitié des cancers. Il a été reporté dans le cas
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des cancers de ’ovaire, que la réponse aux dérives de platine est corrélée avec le statut

d’activation de cette protéine.

Le mécanisme de résistance en aval de la cible consiste en ’altération du processus de mort
tels que I’inhibition des exécuteurs de 1’apoptose comme I’inhibition des caspases par le
protéines de la famille des IAP (Galluzzi et al., 2012).

1.3.3.2. Résistance aux taxanes

Les médicaments a base de taxane sont capables de se fixer a I’extrémité aminoterminale de la
B-tubuline favorisant le rassemblement et la stabilisation les microtubules conduisant a la
pertutbation de plusieurs processus physiologiques tels que la prolifération celullaire.
Plusieurs mécanismes impliqués dans la résistance au taxane ont été décrits (Figure 11). Le
mécanisme principal impliqué est la surexpression des protéines d’efflux P-glycoprotéines qui
sont responsables de la diminution de la concentration intracellulaire de ce médicament
(Kavallaris, 2010). La résistance au taxane peut également étre due a une modification de sa
cible, la B-tubuline, ou la surexpression d’autre variants pour lesquelles le taxane ne présente
pas d’affinit¢ comme la PBIII-tubuline (Kavallaris, 2010). Par ailleurs, I’interaction des
protéines associées a la tubuline telles que la MAP2 au niveau du site d’interaction du taxane
avec ses partenaires est un autre mécanisme de résistance au traitement a base de taxane
(Kavallaris, 2010).
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d dynamics
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Anti-apoptotic and
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Figure 11 : Mécanismes de résistance au taxane (Kavallaris, 2010).
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1.3.3.3. Traitements alternatifs des rechutes

La récidive aprés la premiere ligne de traitement reste la problématique majeure de la prise en
charge des cancers de ’ovaire. Les données récentes rapportent des taux de rechute a 5 ans de
pres de 80% dans les stades III et 95% dans les stades IV. Il n’existe actuellement aucun
biomarqueur ou signature moléculaire permettant la prédiction de la réponse au traitement.
Dans le cas de récidive, le seul moyen de prédire la réponse a la deuxieme ligne de traitement
reste I’estimation du temps écoulé entre la fin du traitement initial et I’apparition de la rechute
(Colombo et al., 2014). Cette période est connue sous le nom de «l’intervalle libre de
platine » et permet de distinguer quatre différentes classes de réponse représentés ci-dessous
(Figure 12) :

Sensibilité .
. o Sensible
intermédiaire
Probabilité de reponse > 10% <10% 30% > 60%
aux sels de platines
L J L J
| [
Traitement recommandé o Chimiothérapie a base de platine (Combinaison)

o Monothérapie sans platine
* Paclitaxel
*  Topotecan
*  Gencitabie
o LD

» Carboplatine — Paclitaxel
» Carboplatine-PLD
» Carboplatine — Gencitabine
o Chimiothérapie sans Carboplatine :
* Trabectedine - PLD

Figure 12 : Prédiction de la réponse a la chimiothérapie des cancers ovariens récidivants en fonction de la
classification clinique basée sur ’intervalle libre de platine.
PLD : Doxorubicine Liposomale Pegylée. (D’aprés Colombo et al., 2014).

1.3.3.3.1. Traitement des cancers de l’ovaire résistants au platine

Le traitement des rechutes dans les cancers de 1’ovaire reste un challenge majeur pour les
cliniciens. Actuellement, trés peu de médicaments montrent une efficacité thérapeutique en
seconde ligne. Parmi les médicaments utilisés figurent le carboplatine/cisplatine, le paclitaxel,
le topotecan, la doxorubicine liposomale pigylée (PLD) qui sont approuves par la FDA (Food
and Drug Administration). Tel que deéfini plus haut, le traitement des récidives est

principalement dépendant de la réponse au traitement de premiére ligne a base de platine.
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Platine réfractaires : ce groupe de patientes présente une progression de la maladie tout au
long de la chimiothérapie initiale avec une résistance intrinseque au platine. Cette catégorie de
patientes représente moins de 10% des carcinomes ovariens séreux de haut grade. Leur
pronostic est mauvais et leur survie globale est trés courte. Elles sont traitées le plus souvent
avec des stratégies sans platine a base de paclitaxel, topotecan, gemcitabine ou doxorubicine

liposomale pegylée en monothérapie.

Platine résistantes : leur récidive se manifeste dans les six premiers mois aprés la fin de la
chimiothérapie initiale. La probabilité de réponse a la seconde ligne de traitement est trés
faible (10-20%). Ces patientes recoivent une monothérapie sans platine a base de paclitaxel,
topotecan, gemcitabine ou doxorubicine liposomale pegylée. L’intérét de traiter ce groupe de
patientes est de lui offrir une qualité de vie acceptable et de surveiller de pres 1’évolution de

leur maladie (Ledermann and Kiristeleit, 2010).

L’intégration de la thérapie ciblée dans le traitement des cancers de I’ovaire chimiorésistants a
démontré un bénéfice majeur. En effet, ’essai clinique randomisé de phase 11l « AURELIA »
réalisé sur des patientes résistantes au platine a comparé [D’efficacité des agents
chimiothérapeutiques paclitaxel, PLD ou topotecan en agents seuls ou en association avec le
Bévacizumab (10mg/kg toutes les deux semaines ou 15mg/kg toutes les 3 semaines).
L’introduction du Bévacizumab a augmenté de maniére significative la survie sans
progression (6.7mois vs 3.4 mois) et le taux de réponse (27.3% vs 11.8%, p<0.001) (Pujade-
Lauraine et al., 2010 ; Poveda et al., 2015).

1.3.3.3.2. Traitement des cancers de ’ovaire sensible au platine

Platine partiellement sensible : dans ce cas de figure, la récidive survient dans un intervalle
compris entre six mois et un an aprés la fin de la chimiothérapie de premiére ligne. Ces
patientes présentent une chance de réponse a la chimiothérapie a base de platine comprise
entre 30 et 40% et sont généralement traitées comme les patientes sensibles au platine.

Platine sensibles : la récidive survient au-dela d’un an apres la fin du traitement initial. Ces
patientes présentent un taux de réponse a la chimiothérapie a base de platine supérieur a 60%.
En cas de récidive, ce groupe de patientes est traité par la chimiothérapie combinant
carboplatine au paclitaxel, a la doxorubicine liposomale pégylée (PLD) ou a la gemcitabine.
Cependant, certaines patientes développent une allergie pour le carboplatine. Dans ce cas, le

traitement est remplacé par 1’association de la PLD avec la trabectédine (Monk et al., 2010).
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Les thérapies ciblées ont également été évaluées pour le traitement des cancers de 1’ovaire
sensibles au platine. L’association du Bévacizumab (15mg/kg) a la combinaison de
carboplatine—gencitabine suivi d’un traitement de maintien a base du Bévacizumab durant 6 a
10 cycles, a été évaluée dans I’essai clinique OCEAN. Dans cette étude le Bévacizumab a
démontré une amélioration de la survie sans progression et une augmentation significative du
taux de réponse (de 57.4% a 78,5%, p<0.001)(Aghajanian et al., 2012).

1.3.4. La déficience de la recombinaison homologue : inhibiteur
de PARP

Les inhibiteurs de PARP ont également montré un intérét majeur dans le traitement des
cancers de 1’ovaire sensibles au platine. L’0laparib est I'un des médicaments qui ont montré
une bonne efficacité et une bonne tolérance par les patientes. L’administration par voie orale
de I’olaparib (20mg en capsule deux fois par jour pendant 10 jours tous les 21 jours) en
association avec la chimiothérapie a base de carboplatine (AUC 4mg/ml/min par jour) et de
paclitaxel (175mg/m? par jour), suivie d’un traitement continu avec de I’olaparib en
monothérapie (40mg en capsule deux fois par jour) a démontré une amélioration significative
de la survie et de la qualité de vie des patientes, en particulier celles présentant un phénotype
« BRCAness » (11.2% vs 4.3 mois ; HR 0,18 ; p<0.001)(Ledermann et al., 2012 ; Oza et al.,
2015).

La stabilité génomique des cellules est maintenue grace a la réparation des lésions d’ADN
causées par leur exposition a des agents exogenes, ou survenues de maniére spontanée au
moment de la réplication de leur ADN (Figure 13). Ces lésions sont de plusieurs sortes : i)
modification de bases, ii) cassures simple brin, iii) cassures double brin et iv) épissage

alternatif inter ou intra-chromosomique.
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Figure 13 : Mécanisme de réparation de ’ADN
par excision de base.
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La cassure simple brin est 1’une des 1ésions les plus fréquentes. Elle est souvent réparée par
plusieurs mécanismes tels que le mécanisme d’excision de base ou de nucléotide ou par le
mécanisme de réparation des mésappariements. Le mécanisme d’excision de base est le
mécanisme le plus fréguemment employé par la cellule pour réparer cette Iésion en faisant
intervenir des enzymes nucléaires de la famille des Poly-Adenosine Diphosphate-ribose-
Polymérase (PARP) (Papa et al., 2016). Cette famille d’enzymes est constituée de 18
protéines parmi lesquelles on distingue les enzymes PARP1 et 2 qui sont les premiéres
protéines a étre activées et qui permettent le recrutement des autres protéines nécessaires a la

réparation.

La cassure double brin de I’ADN est 'une des plus importantes 1ésions conduisant a
I’instabilité génomique et/ou a la mort cellulaire. Elle survient souvent lors de la réplication
de I’ADN au moment ou la fourche de réplication rencontre une cassure simple brin dont la
réparation n’a pas été effectuée. Les cassures doubles brins sont souvent réparées par le
mécanisme de la recombinaison homologue, qui fait intervenir d’importantes protéines
notamment codées par les génes BRCAL, BRCA2, RAD51 et PALB2. Les genes associés au
cancer du sein (BRCAL/2) jouent un role trées important dans le maintien de la stabilité

génomique en permettant une réparation précise des cassures doubles brins (Li and
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Greenberg, 2012). La voie de la recombinaison homologue (RH) en association avec les

enzymes nucléaire PARP, est I’'une des principales voies de réparation de I’ADN.

Dans le cancer de I’ovaire et principalement les carcinomes séreux de haut grade, les génes
BRCAL/2 sont le plus souvent mutés et la recombinaison homologue est donc défectueuse
(approximativement 50% des CSHG présentent une RH déficiente dont 25% présentent une
mutation au niveau des genes BRCA1/2). Cependant, 1’altération de la voie de recombinaison
homologue n’est pas suffisante pour induire la mort des cellules cancéreuses car ces dernicres
font intervenir d’autres voies alternatives de réparation qui peuvent étre contrecarrées par les
inhibiteurs de PARP (Li and Greenberg, 2012). En effet, ’inhibition de PARP conduit a une
mauvaise reparation des cassures simples brins et favorise I’accumulation des cassures
doubles brins lors de la réplication de I’ADN, conduisant a 1’arrét du cycle et la mort des
cellules cancéreuses. Cette approche thérapeutique est 1'une des stratégies les plus
prometteuses pour le traitement des cancers de 1’ovaire portant des altérations au niveau de la
voie de la recombinaison homologue (mutation perte de fonction des génes BRCA1L et 2).
Actuellement de nombreux inhibiteurs de PARP ont ét¢ développés et font 1’objet de plusieurs

essais cliniques.
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Partie Il : Implication de la famille
Bcl-2 dans le controle de la (des) mort(s)
cellulaire(s)
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I1.1. Introduction de la mort par apoptose et son implication

dans les processus physiologiques et pathologiques

Tout au long de la vie d’un organisme, les cellules sont confrontées a divers stimuli qui
provoquent des dommages a differents niveaux de la cellule. Cette derniére, en réponse a ces
signaux, déclenche plusieurs processus qui ont pour réle la réparation de ces dommages.
Cependant, dans certains cas, le systeme de réparation cellulaire échoue, laissant place au
processus destructif conduisant a la mort de la cellule endommagée. La mort cellulaire est
classée en trois grandes classes a savoir I’apoptose, la nécrose et I’autophagie. L’activation de
tel ou tel type de mort est dépendant de la nature du stimulus et/ou de son intensité. Dans ce
manuscrit je me focaliserai sur la mort par apoptose, son rdle physiologique, ses mécanismes
de controle, et son altération dans les cancers dont le rétablissement est 1’objet principal de

mon projet de these

L’apoptose, également qualifiée de mort cellulaire programmée ou encore de suicide
cellulaire, est un processus physiologique qui joue un réle primordial dans le développement
et I’homéostasie des organismes pluricellulaires. Le processus apoptotique fait son apparition
dés les premiers stades de I’embryogenése pour permettre la structuration des tissus et la
sculpture des organes tels que 1’organisation du systéme nerveux centrale et 1’élaboration du
systeme immunitaire (Czabotar et al., 2014). Il se poursuit tout au long de la vie comme un
mécanisme d’homéostasie qui assure le renouvellement et le maintien de la population
cellulaire dans les tissus, et plus particulierement dans les tissus a turnover trés rapide tels que
I’épithélium intestinal ou le systéme hématopoiétique. L’apoptose agit également comme un
mécanisme de défense qui permet de débarrasser I’organisme des cellules devenues inutiles,
a la fin de la réaction immunitaire par exemple, ou des cellules endommageées par la maladie

ou des agents nuisibles (Norbury and Hickson, 2001).

L’implication de I’apoptose dans plusieurs processus physiologiques fait d’elle un mécanisme
trés important dont la dérégulation contribue a la pathogénie de nombreuses maladies (Shafi,
2016). En effet, la stimulation excessive d’apoptose conduit a certaines maladies
neurodégéneératives, comme les maladies d'Alzheimer ou de Parkinson, ou encore a la
disparition des lymphocytes CD4+ dans le cadre du syndrome d’immunodéficience acquise
(Shao et al., 2017 ; Gougeon and Montagnier, 1999). En revanche, un défaut dans I’apoptose
favorise la prolifération anarchique et non contr6lée de cellules. Ceci peut conduire au

développement de maladies auto-immunes résultantes de I’apparition de lymphocytes auto-
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réactifs qui n’ont pas été éliminés par apoptose au cours de la sélection clonale lymphocytaire,
mais également a 1’apparition des pathologies cancéreuses (Thompson, 1995). La
carcinogenese résulte en effet d’un ensemble d’altérations qui conduit a la transformation des
cellules normales en cellules malignes. Ces cellules sont caractérisées par une autosuffisance
et une dépendance vis-a-vis des facteurs de croissance, une insensibilité aux signaux
d’inhibition de croissance, un potentiel réplicatif illimité, un potentiel angiogénique et invasif,
ainsi que par une capacité accrue d’échappement a 1’apoptose (Hanahan and Weinberg, 2000).
En effet, les études moléculaires ont révélé que la majorité des altérations touchent les génes

agissant sur les voies de I’exécution de 1’apoptose.

I1.2. Signaux d’induction et caractéristiques morphologiques

de ’apoptose

L’apoptose peut étre induite par plusieurs stimuli de types physiologiques ou pathologiques
tels que la chaleur, le manque de nutriment, I’hypoxie, l’irradiation et les agents
chimiothérapeutiques. En réponse a de telles stimulations, la cellule apoptotique subit
plusieurs modifications morphologiques caractérisees par un arrondissement de la cellule, une
condensation chromatinienne et une fragmentation nucléaire, un rétrécissement cytoplasmique
et nucléaire avec une modification mineure du cytoplasme et des organelles, et un
bourgeonnement cellulaire (Kerr et al., 1995). Cette derniére modification conduit a la
désintégration de la cellule en petites vésicules entourées de membrane plasmique avec un
contenu intra-vésiculaire varié, appelés « corps apoptotiques » (Figure 14). Ces derniers,
grace a leurs caractéristigues membranaires, notamment la translocation des
phosphatydilsérines (PS) et de certaines protéines telles que 1’ Annexine V et la calréticuline
vers la surface externe, sont reconnus par les phagocytes et dégradés par leurs lysosomes,

empéchant ainsi I’induction d’une action destructive envers les tissus adjacents (Nagata et al.,
2010 ; Elmore, 2007).

La cellule mourante s’engage dans plusieurs processus réversibles jusqu’au point ou elle
entame son premier processus irréversible (point de non-retour). A ce moment, la cellule
apoptotique engage une série d’événements biochimiques irréversibles, telles que la perte du
potentiel membranaire mitochondrial, la génération des espéces réactives de 1’oxygene
(ROS), I’accumulation des cassures doubles brins de ’ADN, I’exposition des PS sur la
bicouche externe de la membrane plasmique qui permet la reconnaissance des cellules

apoptotiques et leur elimination par les macrophages
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Figure 14 : Figure 14. lllustration des changements morphologiques de la cellule en cours du processus
d’apoptose (Kerr et al., 1995).

La perte du potentiel de membrane mitochondrial et sa perméabilisation constituent 1’une des
modifications biochimiques les plus spécifiques de 1’apoptose induite par la voie
mitochondriale. Elle conduit au relargage, de la mitochondrie vers le cytosol, de plusieurs
facteurs apoptogénes, responsables de 1’activation de protéases et de nucléases dont I’activité
conduit en grande partie aux caractéristiques biochimiques et morphologiques citées

précédemment.

I1.3. Voies d’induction de I’apoptose

11 existe plusieurs voies d’activation de I’apoptose dont trois ont été décrites (Figure 15) : il
s’agit d’une part de la voie extrinséque, qui fait intervenir un signal extérieur pergu par des
récepteurs membranaires, et d’autre part des voies intrinseques, qui comprennent notamment

la voie mitochondriale et la voie du réticulum endoplasmique (RE).
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Figure 15 : Les différentes voies d’induction de I’apoptose.
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L’activation de 1’'une de ces voies est conditionnée par la nature du signal de mort auquel la
cellule est exposée (Danial and Korsmeyer, 2004 ; Hotchkiss et al., 2009). Cependant, dans la
plupart des cas, ces voies communiquent entres elles, conduisant a une amplification du signal
apoptotique. Ainsi ’activation de la voie extrinséque peut aboutir a I’activation de la voie
mitochondriale. De la méme maniere, 1’activation de la voie du RE peut également activer la

voie mitochondriale. Ces mécanismes sont détaillés ci-dessous.
11.3.1. La voie extrinseque

Egalement appelée voie des récepteurs de mort, la voie extrinseque est initiée par
I’engagement et I’activation des récepteurs de mort par leurs ligands spécifiques (Figure 16).
Ces récepteurs sont des protéines transmembranaires de la superfamille des TNF (Tumor
Necrosis Factor), qui comprend les récepteurs Fas (Apo 1, CD95), TNF R1, DR3 (Apo 2),
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DR4 et DR5 (appelés aussi Tumor necrosis factor Related Apoptosis-Inducing Ligand
receptor TRAIL1 et TRAIL2) et DR6. Ces récepteurs jouent un role trés important dans la
surveillance immunitaire des cellules transformées ou transfectées par des virus, 1’élimination
des cellules immunitaires autoréactives et le maintien de I’homéostasie cellulaire. L’ altération
de cette voie est impliquée dans la tumorigenése ou les maladies autoimmunes (Mullauer et
al., 2001).
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1K 1

1K JMNK
FxB AP-1
Pro-caspase-8
Pro-caspase-10
|:[:||:]:| Caspase-8

Caspase-10

STHEE

Figure 16 : Les différents récepteurs de mort et plateforme moléculaire de signalisation apoptotique
(Ashkenazi, 2002).

Les récepteurs de mort possedent dans leur partie intracellulaire un domaine d’interaction aux
protéines appelé le domaine de mort, crucial pour la transduction du signal apoptotique.
L’interaction de ces récepteurs avec leur ligand induit leur oligomérisation et le recrutement,
au niveau du domaine de mort, des protéines adaptatrices telles que Fas-associated death
domain (FADD), TNF receptor-associated death domain (TRAD), Receptor-interacting
protein (RIP) (Figure 16). Ces proteines adaptatrices recrutent a leur tour de multiples
procaspase-8, des protéines protéolytiques, et forment ainsi le DISC (Death Inducing
signaling Complex) (Ghobrial et al., 2005). Cette plateforme de signalisation favorise 1’auto-
activation de la caspase-8 et I’induction de I’apoptose par le déclenchement d’une cascade
protéolytique via D’activation d’autres caspases effectrices telles que la caspase 3 et 7
(Micheau et al., 2013).
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Le processus apoptotique déclenché par les récepteurs de mort est amplifié par 1’activation de
la voie mitochondriale assurée par la protéine t-Bid, membre BH3-only de la famille Bcl-2,
elle-méme activée par clivage par la caspase 8 (Figure 16). Cette derniere permet alors
d’activer les protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2, Bax et Bak, entrainant ainsi la

perméabilisation de la membrane externe mitochondriale et 1’induction de I’apoptose.

L’apoptose induite par les récepteurs de mort pourrait €tre inhibée par certaines protéines
cytoplasmiques telles que les protéines c-FLIP (FLICE-inhibitory protein) qui interagissent
avec FADD et la caspase 8, favorisant ainsi leur inactivation (Scaffidi et al., 1999 ; Kataoka et
al., 1998).

11.3.2. La voies intrinseque

Elle est activée par une multitude de stimuli intracellulaires physiologiques ou cytotoxiques
tels que les dommages a I’ADN ou au cytosquelette, les infections virales, le stress du
réticulum endoplasmique, la perte de 1’adhésion cellulaire ...etc. Le terme de voie intrinséque
englobe en effait plusieurs voies d’induction de 1’apoptose parmi lesquelles se distingue par la
fréquence de leur mise en ceuvre la voie mitochondriale et la voie du réticulum, détaillées

successivement ci-apres.
11.3.2.1. Mitochondriale

Elle est déclenchée de maniére directe via des signaux de stress internes ou de maniére
indirecte suite a D’activation de la voie des récepteurs de mort. L’activation de la voie
mitochondriale conduit a la perméabilisation de la membrane externe de la mitochondrie et au
relargage des facteurs apoptogénes, tels que le cytochrome c, les inhibiteurs d’IAP, I’AIF, ou
encore 1’endonucléase G, de ’espace inter-membranaire mitochondrial vers le cytosol. Se
retrouvant dans le compartiment cytosolique, les molécules du cytochrome c se lient aux
protéines adaptatrices Apaf-1 (Apoptotic protease activating factorl) formant ainsi un
hexamére qui se lie a plusieurs molécules de procaspase 9 conduisant a leur activation
(Goldar et al., 2015). La caspase 9 activée clive et active a son tour les caspases effectrices,

induisant ainsi la mort cellulaire par apoptose (Figure 17).

La perméabilisation de la membrane mitochondriale libere donc également des molécules de
gros poids moléculaire telles que Smac/DIABLO (Second Mitochondria-derived Activator of

Caspases/ Direct IAP binding protein with low isoelectric point) et HTRA2 (High
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Temperature Requirement protein A2). Ces facteurs apoptogénes sont capables d’induire la
mort des cellules en interagissant avec des protéines inhibitrices des caspases telles que les
IAP (Inhibitor of Apoptosis Protein) et c-Flip (Deveraux et al., 1997 ; Safa, 2013). Ces

différents facteurs permettent donc 1’induction de 1’apoptose dépendante des caspases.
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Figure 17 : Présentation de I’apoptose intrinséque dépendante et indépendante des caspases (Galluzzi et
al., 2012)

La voie mitochondriale peut également induire une apoptose indépendante des caspases. Ce
processus est assuré par les facteurs inducteurs d’apoptose (AIF) et les Endonucléase G
(ENDOG) libéres suite a la perméabilisation mitochondriale (Figure 17). Ces protéines de
gros poids moléculaires sont transloquées dans le noyau ou elles procédent a la dégradation de
I’ADN. La protéine HTRA2 peut également contribuer a 1’apoptose indépendamment des
caspases puisqu’elle assure la dégradation de plusieurs substrats tels que les protéines du

cytosquelette (Galluzzi et al., 2012).
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» Modeles d’induction de la perméabilisation mitochondriale

Plusieurs modéles d’induction de la perméabilisation mitochondriale en réponse au stress ont
été décrits (Figure 18). Ces modéles font intervenir des protéines mitochondriales et d’autres
cytosoliques qui vont &tre recrutées au niveau de la mitochondrie ou elles s’oligomérisent

pour former des pores ou des canaux de relargage de facteurs apoptogenes.

Le mécanisme le plus étudié est celui induit par 1’oligomérisation des protéines pro-
apoptotiques Bax et Bak que je présenterai en détail un peu plus loin dans ce manuscrit
(Figures 18). En réponse aux stimuli apoptotiques, Bax, initialement présent dans le cytosol,
est transloqué dans la mitochondrie ou il s’insére et forme avec les autres monomeres activés
de Bax un complexe multimérique de 96 a 260KDa, provoquant le relargage de facteur
apoptogenes (Eskes et al., 2000 ; Kuwana et al., 2005 ; Reed, 2006). Bax peut également
former des complexes hétéromeres avec la protéine active de Bak pour former ainsi des
complexes multiprotéiques de 500KDa qui conduisent a D’altération de I’intégrité de la
membrane mitochondriale et a I’induction de ’apoptose (Wei et al., 2001; Sundararajan et
al., 2001 ; Antignani and Youle, 2006). L’oligomérisation de ces protéines est entravée par les
protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 selon un mécanisme qui sera détaillé plus loin
(Mikhailov et al., 2003 ; Dlugosz et al., 2006).

Bcl-2, Bel-XI . HK

Figure 18 : Modeéle de perméabilisation de la membrane externe de la mitochondrie (Shoshan-Barmatz et al.,
2015).

La perméabilisation mitochondriale peut également survenir en réponse a 1’oligomérisation
des canaux ioniques voltage dépend (VDAC). Ces canaux sont localisés dans la membrane
externe de la mitochondrie et jouent un réle physiologique trés important dans le contréle des
cross-talk entre la mitochondrie et le reste de la cellule, le transport des métabolites tels que le

pyruvate, le succinate et NADH, ainsi que dans I’induction de 1’apoptose. En réponse au
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stimuli intracellulaires ou aux agents chimiothérapeutiques tels que le cisplatine et
I’etoposide, 1’homo-oligomérisation des VDAC ou leur hétéro-oligomérisation avec les
protéines pro-apoptotiques (Bax ou Bak) conduit a la formation de méga-pores au niveau de
la membrane externe de la mitochondrie, permettant le relargage du cytochrome c et des
molécules apoptogénes responsables de 1’induction de 1’apoptose (Shoshan-Barmatz et al.,
2015).

11.3.2.2. Réticulum Endoplasmique (RE)

Le réticulum endoplasmique est 1’organite principal dans lequel les protéines
transmembranaires et sécrétoires sont synthétisées, assemblées et controlées. Il est aussi le
lieu de la biosynthese des phospholipides et du cholestérol mais également un élément
fondamental de régulation des flux calciques (lurlaro and Mufioz-Pinedo, 2016). Le
dysfonctionnement de certains de ces processus physiologiques en réponse a un désequilibre

cellulaire engendre un stress du RE.

11.3.2.2.1. Implication des protéines mal repliées dans le stress du RE et
induction de ’apoptose

L’accumulation de protéines mal repliées est I’un des éléments déclencheurs du stress du RE.
Ce défaut de repliement est détecté grace a des protéines chaperonnes telles que Bip et
éliminé par le processus ERAD (ER Associated Degradation) activé par la réponse UPR
(Unfolded Protein Response). L’objectif principal de cette réponse est d’établir un programme
adapté pour restaurer I’homéostasie du RE. Ainsi elle augmente la capacité de repliement des
protéines, inhibe la synthése de nouvelles protéines et dégrade les protéines défectueuses.
Dans le cas ou I’homéostasie n’est pas rétablie, la réponse UPR évolue vers I’induction de

I’apoptose et la dégradation des cellules endommagées (Figure 19).

La réponse UPR pro-survie : fait intervenir trois types de protéines senseurs : IRE-la

(Inositol-Requiring Enzyme-1a), PERK (PKR-like endoplasmic reticulum kinase) et ATF6
(Activating Transcription Factor-6a). A 1’état d’équilibre physiologique, ces médiateurs sont
maintenus inactifs par leur association aux protéines Bip. En réponse au stress, les protéines
Bip se lient aux protéines mal repliées présentes dans la lumiere du RE, libérant ainsi les
protéines médiatrices. Ces derniéres favorisent la synthése de protéines chaperonnes et
I’activation du processus ERAD pour controler et dégrader les protéines mal repliées qui
encombrent le RE et restaurer son homéostasie. Cependant, 1’échec de cette voie de

réparation conduit a la destruction par apoptose de la cellule stressée.
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Figure 19 : La réponse UPR.

(A) En absence de stress, les médiateurs de la
réponse UPR sont maintenus inactifs par les
protéines chaperonnes Bip. (B) En réponse au
stress engendré par [’accumulation des
protéines mal repliées, les médiateurs sont
libérés conduisant & leur activation. La
protéine IREla produit I’épissage alternatif
de ’ARN xbp1 et active ainsi la transcription
des génes impliqués dans la réponse UPR. La
protéine PERK phosphoryle elF2a et inhibe
la traduction des nouvelles protéines au
profit des facteurs de transcription ATF4 et
CHOP. ATF6a est transloqué dans 1’appareil
de Golgi ou il sera débarrassé de son
extrémité N-terminale pour étre par la suite
transloqué dans le noyau ou il transcrit les
génes nécessaires pour la réponse UPR. Les
trois médiateurs fonctionnent ensemble pour
restaurer 1’équilibre dans le RE ou induire
I’apoptose dans le cas contraire (Bettigole
and Glimcher, 2015).

La réponse UPR pro-apoptotigue : En réponse au stress aigu et prolongé, le RE développe

une réponse UPR pro-apoptotique (Figure 19). Elle conduit a I’inhibition des voies impliquées

dans la survie et engage celles qui conduisent a 1’apoptose, gérées par les protéines PERK.

Ainsi une cascade de signalisation est déclenchée conduisant a I’inhibition de la traduction

des protéines par la phosphorylation du facteur de traduction I’elF2a (eucaryotic Initiation

Translated Factor) qui augmente la traduction du facteur de transcription ATF-4 (Activating

Transcription Factor-4). Ce dernier, une fois translogué dans le noyau, contribue a la mort par

apoptose via I’expression du facteur de transcription CHOP (C/EBP homologous potein),

I’induction du stress oxydatif et de la synthése de protéines. L’induction de cette voie conduit

a la phosphorylation inactivatrice des protéines anti-apoptotiques, a I’induction de

I’expression des protéines pro-apoptotiques telles que Bim, Puma et Noxa, ainsi qu’a celle des

récepteurs de mort (Bettigole and Glimcher, 2015).
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11.3.2.2.2. Implication de la signalisation calcique dans le stress du RE et
Pinduction de I’apoptose

Le calcium intracellulaire ([ca?*] i) est un autre paramétre jouant un réle trés important dans
I’induction du stress du RE. Il est principalement stocké au niveau du RE grace a 1’action de
plusieurs protéines telles que les Sarco/endoplasmic reticulum ATPase (SERCA), les
Calréticulines et les Calnexines. Or, le relargage du calcium endoplasmique se fait

principalement par les récepteurs Inositol 1,4,5 triphosphate (IP3R) (Danese et al., 2017).

La signalisation calcique constitue un moyen de communication intracellulaire permettant de
controler et d’influencer différents processus cellulaires. Dans les conditions physiologiques,
la concentration intracellulaire du calcium [ca®']; est maintenue faible avec une augmentation
transitoire sous forme d’oscillations calciques nécessaires a la transduction des signaux de
survie et d’équilibre cellulaire. Or, dans les conditions de stress la [ca®*]; est dramatiquement
élevée suite au relargage excessif et prolongé du calcium stocké dans le RE vers le cytosol. Ce
phénoméne est souvent observé soit en réponse aux inducteurs physiologiques de 1’apoptose
tels que les corticostéroides ou bien en réponse aux inducteurs pharmacologiques tels que le
cisplatine (Danese et al., 2017). L’ouverture des canaux calciques est hautement régulée par
les membres de la famille Bcl-2 localisés au niveau de la membrane du RE. La surexpression
des anti-apoptotiques tels que Bcl-2 ou I’inactivation de Bax et Bak conduit a une inhibition

du relargage de calcium du RE, empéchant ainsi la survenue de I’apoptose (Figure 20).
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Figure 20 : Régulation de I’homéostasie calcique par la famille Bel-2.

Les membres de la famille Bcl-2 localisés dans le RE régulent principalement 1’homéostasie calcique en
modulant I’activité du récepteur d’IP3R. Dans la cellule saine, les anti-apoptotiques tels que Bcl-2 interagissent
avec les récepteur IP3R et diminuent le relargage massif du calcium et maintiennent son oscillation. Ce signal est
transmis via les VDAC et les canaux MCU1l a la membrane externe et interne de la mitochondrie
respectivement, favorisant ainsi la survie. Les anti-apoptotiques peuvent étre contrecarrés par les BH3-only ou
les effecteurs pro-apoptotiques. Dans la cellule engagée dans le processus apoptotique, lorsque les anti-
apoptotiques sont inhibés par les protéines pro-apoptotiques, les récepteur IPsR ne sont plus régulés. lls
deviennent donc constitutivement actifs, conduisant & une sortie massive du calcium dans le cytosol qui va étre
rapidement capturé par la mitochondrie. Ceci provoque le gonflement mitochondrial, la diminution de la
production d’énergie et I’ouverture des canaux PTP, favorisant ainsi la survenue de la nécrose. La membrane du
RE devient perméable, causant le relargage du calcium et des protéines résidentes. L’ensemble favorise
I’induction de 1’apoptose (Pihan et al., 2017).

La modulation du [ca®"]i est également assurée par la mitochondrie associée au RE dans cette
fonction. En effet, I’interaction RE-mitochondrie a récemment été mise en évidence par la
visualisation de microdomaines ou le RE et les mitochondries sont en contact étroit via des
complexes multi-protéiques (Pinton et al., 2008). Cette interconnexion permet 1’absorption du
calcium libéré par le RE via les canaux VDAC et la restauration de 1’homéostasie calcique
dans la cellule (Figure 20). Cependant, I’accumulation aberrante du calcium par la
mitochondrie conduit a une augmentation de la production des ROS, a une ouverture des
canaux ioniques, a une atrophie mitochondriale et a une rupture de la membrane
mitochondriale responsable de la libération des facteurs apoptogénes (Vervliet et al., 2016).

Le calcium cytosolique est également capable d’induire la déphosphorylation de la protéine
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BH3-only pro-apoptotique Bad via la calréticuline. La déphosphorylation de Bad favorise sa
libération de la protéine 14-3-3, son interaction avec la protéine anti-apoptotique Bcl-x. et la
Bak

perméabilisation de la mitochondrie (Vervliet et al., 2016). Les différentes voies d’induction

dé-séquestration des protéines pro-apoptotiques Bax et responsables de la

de I’apoptose convergent vers 1’activation des protéines protéolytiques appelées « caspases »

pour cystéine aspartate protéase.

I1.4. Modalités d’activation des caspases et consequences

Les caspases sont des protéines protéolytiques largement connues pour leur implication dans

le contrdle de la mort cellulaire et I’inflammation (Figure 21) (Shalini et al., 2015).

Caspases Species specificity Domain Structure
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Figure 21: Structure des différentes caspases et leur classification basée sur leur fonction chez les
mammifeéres. (Shalini et al., 2015)

Actuellement, 18 caspases sont identifiées chez les mammiféres. Sur la base de leur fonction,
elles sont classées en tant que caspases impliquées dans le processus apoptotique telles que les
caspase 2, 3,7, 8,9 et 10, et en tant qu’impliquées dans I’inflammation comme les caspases 1,
4,5, 11 et 12. Les caspases apoptotiques sont subdivisées en caspases initiatrices (caspases 2,
8, 9 et 10) et effectrices (caspases 3, 6 et 7) qui sont activées en cascade. Les caspases
initiatrices sont constituées d’un long pro-domaine qui permet leur recrutement au niveau des

complexes de signalisation de mort et leur activation par le mécanisme « d’activation induite
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par la proximité » (Kumar, 2006). Ces caspases sont activées par les deux voies de
I’apoptose ; la voie mitochondriale et la voie des récepteurs de mort. L’induction de la voie
mitochondriale provoque la libération du cytochrome c et de la protéine APAF-1 qui forme un
complexe multimérique permettant le recrutement et 1’activation de la caspase 2 et 9 via leur
domaine de recrutement CARD (Caspase Recruitment Domain). De la méme maniére,
1‘activation de la voie des récepteurs de mort conduit au recrutement des pro-caspases 8 et 10
par leur domaine DED (Death Effector Domain) au niveau du complexe DISC et induit ainsi
leur activation. Une fois les caspases initiatrices activées, elles proceédent a I’activation des
caspases effectrices par clivage protéolytiques (Kumar, 2006 ; Shalini et al., 2015).
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Figure 22 : Processus d’exécution de I’apoptose induite par les caspases (D’aprés Taylor et al., 2008).

L’activation de ces caspases engagent une série d’éveénements protéolytiques conduisant a des
changement phénotypiques de la cellule caractéristiques de 1’apoptose, a savoir le clivage de
plusieurs facteurs impliquées dans la transcription et la traduction des protéines, la
fragmentation nucléaire et la dégradation du noyau, la condensation et la dégradation de
I’ADN, la fragmentation des organelles tels que I’appareil de Golgi et le RE, mais aussi la
convolution membranaire, 1’exposition des PS et le détachement de la cellule (Figure 22)
(Taylor et al., 2008).
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11.5. Contrdle de la voie mitochondriale par la famille Bcl-2

La perte du potentiel de membrane mitochondrial est un phénomene finement régulé par les
membres de la famille Bcl-2 (B cell lymphoma-2). Ces protéines subdivisées en deux grandes
classes dont la fonction est completement opposée, pro- et anti-apoptotiques, jouent un role
décisif sur le sort de la cellule. Le déséquilibre de cette famille est souvent relié a I’apparition
des pathologies cancéreuses et a des resistances aux traitements chimiothérapeutiques. La
composition de la famille Bcl-2, sa structure et son activation ainsi que son réle est décrit ci-

dessous :
11.5.1. Généralités sur la famille Bcl-2

La protéine Bcl-2 a été identifiée pour la premiere fois en 1986 dans les cellules de lymphome
folliculaire humain a cellules B. Ce cancer est en grande partie d & une translocation entre les
chromosomes 14 et 18 (t14:18), placant le géne BCL2 sous le promoteur des
immunoglobulines et favorisant ainsi son abondante expression (Tsujimoto,
1997 ; Birkinshaw and Czabotar). La découverte de la séquence protéique de Bcl-2 a permis
d’identifier une trentaine de protéines de la méme famille qui partagent au moins un domaine
d’homologie (BH) avec Bcl-2 (Aouacheria, 2014). La plupart de ces protéines possédent les
quatre domaines BH numérotés de BH1 a BH4 suivant leur chronologie de découverte (Figure
23). Les membres de la famille Bcl-2 sont subdivisés en fonction de leur activité en deux
grandes classes :

Les protéines anti-apoptotigues, qui comprennent Bcl-2, Bcl-x. (Bcl2l1), Bel-w (Bcl212),
Mcl-1 (Bcl213), Bfl-1, Bcl-B (BCL2L10). Ces protéines contiennent les 4 domaines BH

(BH1, BH2, BH3 et BH4) et le domaine transmembranaire (TM) nécessaire a leur localisation

au niveau de la membrane mitochondriale.

Les protéines pro-apoptotigues sont classées en protéines effectrices de 1’apoptose, telles que
Bax (Bcl2l14), Bak (Bcl217) et Bok (Bcl219) qui contiennent le domaine TM et les quatre

domaines BH, et en protéines BH3-only notamment représentées par Bad, Bid, Bik, Bim,
Bmf, HRK (DP5), Noxa, Puma et BNIP-3, et qui contiennent uniquement le domaine BH3 et
dans certains cas le domaine TM (Figure 23). Les membres BH3-only sont groupés en deux
catégories : les « activateurs » Bid, Bim et Puma et les « sensibilisateurs » Bad, Bik, Noxa,
Bfm, Hrk et Bnip-3 (Hockings et al., 2015) en fonction de leur mécanisme d’action détaillé

plus loin.
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Figure 23 : Caractéristiques de la famille Bcl-2.

(A) Schéma des trois sous types de la famille Bcl-2 : protéines anti-apoptotiques (vert) et pro-apoptotique
multidomaines et BH3-only (mentionnées en rouge). Les membres multidomaine pro et anti-apoptotiques
posséde un domaine récepteur qui est formé par le repliement des domaines BH1, BH2 et BH3 dans lequel vient
s’insérer le ligand composé par le domaine BH3. Le positionnement des domaines BH, du domaine
transmembranaire et des hélices a sont indiqués. (B) Représentation de I’interaction de 1’hélice o du domaine
BH3 de Bad de la cavité hydrophobe de Bcl-xL formée par le repliement des trois domaines BH1, BH2 et BH3
(D’apres Lessene et al., 2008 ; Cory et al., 2003).

11.5.2. Structure des protéines de la famille Bcl-2 : importance du

domaine BH3 et de la cavité hydrophobe

La plupart des protéines de la famille Bcl-2 possédent les quatre domaines d’homologie (BH1
a BH4) et présentent une conformation hélicoidale globulaire composée de 9 hélices o dont 8
hélices forment le corps de ces protéines (Czabotar et al., 2014). Ces hélices sont
majoritairement de nature amphiphile a 1’exception de deux hélices hydrophobes ; I’hélice 09
qui représente la partie de la protéine ancrée dans la membrane externe de la mitochondrie et
I’hélice a5 qui constitue la base du corps hélicoidal. Les domaines BH sont représentés par
des séquences de résidus aminés trés conservés entres les membres de la famille Bcl-2. Ils
sont répartis sur une ou plusieurs hélices a ; le domaine BH1 parcourt I’hélice a7 et a8, le
domaine BH2 relie I’hélice a4 a a5, le domaine BH3 est localisé au niveau de 1’hélice a2 et le
domaine BH4 est situé sur 1’hélice al (Figure 23A). Les domaines BH1, BH2 et BH3 sont
fortement conservés entre les différents membres de la famille Bcl-2. lls sont relativement
proches dans 1’espace et forment par leur repliement une cavité hydrophobe délimitée par les
hélices a2, a3, a4 et a5, offrant ainsi un site de fixation au domaine BH3 des protéines pro-

apoptotiques (Figure 23B).
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Contrairement aux autres domaines, le domaine BH4, situé dans la partie N-terminale de la
protéine, présente une grande différence structurelle. Le domaine BH4 ne participe pas a la
formation de la poche hydrophobe des protéines multi-domaines. Cependant, il est impliqué
dans les activités non-canoniques de la famille Bcl-2, telles que la différenciation cellulaire,
I’invasion et 1’angiogenése mais aussi la dynamique et 1’homéostasie mitochondriale
(Aouacheria et al., 2013). Le clivage de ce domaine par les caspases génére des protéines a
activité pro-apoptotiques a partir des protéines anti-apoptotiques comme Bcl-2 et Bcl-xL
(Gabellini et al., 2017).

L’interaction entre les différentes classes de la famille Bcl-2 est fortement influencée par les
domaines BH. Elle est effectuée via le domaine BH3 des protéines pro-apoptotiques dans la
cavité hydrophobe des anti-apoptotiques (Petros et al., 2000 ; Czabotar et al., 2007). Ces deux
éléments structuraux permettent de réguler différents processus physiologiques de vie ou de
mort cellulaire. Les caractéristiques du domaine BH3 des pro-apoptotiques et de chacune des

cavités hydrophobes sont détaillées ci-dessous.
11.5.2.1. Structure du domaine BH3

Le domaine BH3 est impliqué dans les interactions entre les différents membres de la famille
Bcl-2. Ces interactions comprennent : I’interaction des BH3-only avec les protéines pro- et
anti-apoptotiques multi-domaines (Bax/Bak et Bcl-2, Bcl-xi, Mcl-1, Bf-1 respectivement)
mais également les interactions entre les membres multi-domaines pro- et anti-apoptotiques
(Brouwer et al., 2014 ; Dewson et al., 2009). Le domaine BH3 est également engagé dans
I’homo-dimérisation des anti-apoptotiques potentiellement impliqués dans le transport et
I’homéostasie calcique mitochondriale (Zhang et al., 2004 ; Rajan et al., 2015).

Le domaine BH3 est une séquence consensus d’acides aminés consécutifs [(X)s-L-(X)4-D-
(X)10] dans laquelle une Leucine et un Acide Aspartique sont tres conservées (Aouacheria et
al., 2007). Le domaine BH3 est une hélice a sur laquelle sont projetées sur la méme face des
chaines latérales de 4 résidus hydrophobes (h1-h4) en position i, i+4, i+7 et i+11 et qui
forment des interactions électrostatiques avec les 4 poches (pl-p4) situees dans la cavite
hydrophobe des anti-apoptotiques (Figure 24) (Lee et al., 2014a). La Leucine est retrouvée en
position i+4 de I’hélice a alors que 1’Acide Aspartique occupe la position i+9 (Figure 24A).
Ces deux résidus sont équivalent a Leu'®/Asp*® dans le domaine BH3 de Bad (Petros et al.,
2000), Leu’®/Asp® du domaine BH3 de Bak (Sattler et al., 1997), Leu®*/Asp®® du domaine
BH3 de Bim (Liu et al., 2003) et Leu'*/Asp'® du domaine BH3 de Bid (Denisov et al., 2006).
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L’Acide Aspartique établi une liaison ionique avec une Arginine tres conservée située au
niveau du domaine BH1 des protéines anti-apoptotiques (Arg?®® pour Mcl-1, Arg'3 pour Bcl-
XL). Les résidus projetés sur I'autre face de 1’hélice a du domaine BH3 sont également

impliqués dans ces interactions (Zha et al., 1996 ; Liu et al., 2003).
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Figure 24 : Domaine BH3 et son interaction avec la cavité hydrophobe des anti-apoptotiques.

(A) Alignement des séquences de I’hélice o du domaine BH3 des différentes protéines BH3-only. Les résidus
nécessaires pour I’interaction avec la cavité hydrophobe des anti-apoptotiques sont représentés en bleu et
indiqués par h1l-h4. Le résidu Acide Aspartique, trés conservé entre tous les domaines BH3, impliqué dans
I’interaction avec 1’Arginine des anti-apoptotiques est représenté en rouge. Une représentation schématique du
domaine BH3 de Puma engageant ces résidus hydrophobes pour interagir avec les poches hydrophobes des anti-
apoptotiques. (B) Structure cristallisée du peptide BH3 de Bax (orange) en complexe avec la cavité hydrophobe
de Bcl-x.. La surface de Bcl-x. et les hélices a2 et a5 délimitant le site de liaison du domaine BH3 sont
représentées. Les résidus clés du domaine BH3 (hl-h4) sont engagés dans les poches hydrophobes
correspondantes de Bcl-x. (D'aprés Birkinshaw and Czabotar ; Luna-Vargas and Chipuk, 2016).

En dépit de toutes ces caractéristiques communes, des variations subtiles retrouvées au niveau
du domaine BH3 du ligand ou dans la poche hydrophobe des anti-apoptotiques conditionnent
la sélectivité et I’affinité de 1’interaction entre les différents partenaires (Petros et al., 2014 ;
Chen et al., 2005). Ainsi certains assemblages des séquences du domaine BH3 permettent une
interaction large, tels que Bim qui interagit avec tous les anti-apoptotiques, tandis que d’autres
contribuent a une interaction restreinte mais plus forte avec certains anti-apoptotiques tels que

Noxa et Bad envers Mcl-1 et Bcl-x. respectivement (Dutta et al., 2010 ; Roy et al., 2014).
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11.5.2.2. Structure de la cavité hydrophobe

11.5.2.2.1. Structure de la cavité hydrophobe de Bcl-x. et Bcl-2

Des techniques de cristallographie rayon x et la Résonnance Magnetique Nucléaire (RMN)
ont été mis en ceuvre pour déterminer la structure de Bcl-xL et Bcl-2 (Muchmore et al., 1996
; Petros et al., 2001).

Les protéines Bcl-x. (Figure 25A) et Bcl-2 (Figure 25B) présentent un trés grand degré
d’homologie au niveau structurel (Figure 25C) (Petros et al., 2001). Elles sont composées de
deux hélices centrales (a5 et a6), flanquées d’un co6té par les hélices a3 et a4 et d’un autre
coté par les hélices al, a2 et a7. Les hélices centrales sont rangées de fagon antiparallele et
sont principalement constituées de résidus hydrophobes. Les deux hélices al et a2 sont
connectées par une boucle déstructurée et flexible dont la longueur et la composition en
acides aminés sont trés variables entre les membres de la famille Bcl-2 (la boucle de Bcl-2 est
plus longue et plus hydrophobe que celle de Bcl-xL).
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Figure 25 : Comparaison entre les structures de Bcl-x. et Bcl-2.

(A) Structures 3D des protéines Bcl-x, (B) Bcl-2 et (C) leur superposition établie par RMN. (D) Différences
entre les résidus aminés engagés dans les poches hydrophobes de Bcl-x, et Bcl-2 (représentés en jaune) (Sattler
etal., 1997 ; Petros et al., 2000).
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L’hélice a7 située vers I’extrémité N-terminale est reliée a I’hélice a6 par un grand tour
irrégulier placant les hélices a4, a5 et a6 de fagon antiparalléle a I’hélice a7 et connectées par
des interactions hydrophobes nécessaires au maintien de la structure tridimensionnelle de la
protéine. Des études de mutagéneses dirigées ont démontré qu’une délétion au niveau de cette

région abolit la fonction protectrice et anti-apoptotique de ces protéines (Borner et al., 1994).

L’hélice a7 située vers ’extrémité N-terminale est reliée a I’hélice a6 par un grand tour
irrégulier plagant les hélices a4, a5 et a6 de fagon antiparalléle a I’hélice a7 et connectées par
des interactions hydrophobes nécessaires au maintien de la structure tridimensionnelle de la
protéine. Des études de mutagénéses dirigées ont démontré qu’une délétion au niveau de cette

région abolit la fonction protectrice et anti-apoptotique de ces protéines (Borner et al., 1994).

La comparaison entre la structure de Bcl-x. et celle de Bcl-2 a mis en évidence de petites
différences entre ces deux membres mais qui impactent fortement sur leur affinité envers leurs
ligands (Figure 25D). Parmi ces différences, certaines touchent les interactions hydrophobes
¢tablies entre la Tyr127 de I’hélice a4 et la Thr179 de I’hélice a6. Cette interaction est
présente dans la poche hydrophobe de Bcl-x. et permet de la stabiliser. Cependant, elle est
absente dans la poche de Bcl-2 car les résidus aux positions 127 et 179 sont remplacés par
I’Arginine et 1’Acide Glutamique respectivement. De plus, a ces différences structurelles,
d’autres différences sont observées dans le site d’interaction du domaine BH3 tels que les
résidus aminés en position 111 (Asp dans Bcl-2 et Glu dans Bcl-x.), en position 115 (Met
dans Bcl-2 et Leu dans Bcl-x.) et en position 129 (Arg dans Bcl-2 et GIn dans Bcl-x.). Ces
différences sont connues pour influencer les caractéristiques de la poche hydrophobe et
alterent la charge de la protéine. Ainsi la partie basse de la poche hydrophobe de la protéine
Bcl-xL est plus électronégative que celle de Bcl-2, augmentant ainsi son affinité pour les
domaines BH3 de Bad et Bak (Sattler et al., 1997 ; Petros et al., 2000).

11.5.2.2.2. Structure de la cavité hydrophobe de Bcl-w

La structure de Bcl-w a été établie pour la premicre fois en 2003 par 1’équipe de Denisove et
de Hinds (Hinds et al., 2003). La structure tridimensionnelle de cette protéine est fortement
semblable a Bcl-2 et Bcl-x.. Elle est composée de 8 hélices a rangées sous une conformation
globulaire (Figure 26A) et une hélice centrale hydrophobe flanquée entre cing hélices
hydrophiles (al- a4 et a6). Ces hélices sont connectées entre elles par de petites boucles bien
structurées. L’hélice a7 est une extension de I’hélice a6 qui rejoint a sa base 1’hélice a8

reliant a son tour I’hélice a2. Une boucle pointue relie ’hélice a8 a 1’hélice a9 grace a
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laquelle cette derniére engage plusieurs liaisons avec d’autre résidus portés sur 1’hélice a5 et
la boucle reliant les hélices a5 et a4. Bel-w possede également une boucle liant I’hélice al a
a2. Cette boucle différe de celle de Bel-xi et Bcel-2. Elle est courte (13 acides aminés) et joue
un role crucial dans la régulation de ’activité anti-apoptotique de Bcl-w, probablement en

limitant 1’accés au domaine BH4 de cette protéine (Borner et al., 1994 ; Huang et al., 1998).

Figure 26 : Poche hydrophobe de Bcl-w.

(A) Structure de la poche hydrophobe de Bcl-w (RMN). (B) Vue sur la poche hydrophobe de Bcl-w dans
laquelle est engagée son extrémité C-terminale ; I’hélice a8 et ses résidus hydrophobes sont montrés en vert, les
résidus clés de la poche sont en bleu (positif), rouge (négatif) et jaune (hydrophobe). Les autres résidus sont en
gris.

La caractéristigue majeure de Bcl-w est I’engagement de I’hélice a8 dans sa poche
hydrophobe, susceptible de bloquer le site de fixation du domaine BH3 de leur partenaire
(Figure 26.B). Cette conformation rappelle la conformation de la protéine pro-apoptotique
Bax. Cependant, des études de dynamique moléculaire par mesure de NOE hétéronucléaire
(°*N{*H}) ont permis de démontrer que toutes les hélices formant la protéine Bcl-w sont peu
mobiles, a I’exception de 1’hélice a8. Cette mobilité influence la stabilité de ce site (Denisov
et al., 2003).

11.5.2.2.3. Structure de la cavité hydrophobe de Mcl-1

Myeloid cell leukemia 1 (Mcl-1) est parmi les premiers génes a étre surexprimés dans les
cellules myeéloides en cours de différenciation. La structure de Mcl-1 est tres proche de celle
de Bcl-2, Bcl-x_ et Bcl-w. Elle partage avec ces protéines environ 24% de séquences
identiques et 35-46% de similitudes. Cependant, son extrémité N-terminale différe puisqu’elle
est plus simple et contient des séquences répétées de Proline, Glutamate, Serine et Thréonine
(PEST) nécessaires a la modulation de son expression (Day et al., 2005). Mcl-1 est composé
de quatre domaines d’homologie avec Bcl-2. Néanmoins, son domaine BH4 est tres différent

des autres protéines, suggérant qu’il ne devrait pas étre considéré comme tel. En dépit de cette
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différence, 1’hélice al de Mcl-1 et Bcl-2 est tres similaire a celle des autres membres anti-

apoptotiques.

La structure tridimensionnelle de Mcl-1 représente un cceur hélicoidal,
formé de 8 hélices a avec deux hélices centrales hydrophobes (a5 et
a8), six hélices amphiphiles périphériques disposées en contact du
solvant et un petit détour liant I’hélice a5 a I’hélice a6. La poche
hydrophobe de Mcl-1 est composée des hélices a2, a3 et 04 et deux

hélices a5 et a8 qui forment la base de cette cavité. L’hélice a7,

erpendiculaire a ’héli &, est une extension de I’hélice a6 (Figure
perpendiculaire a ice 08, es on ice a6 (Figu Figure 27: Structure

27). Les hélices al et a2 sont connectées par une petite boucle de 12 ?D de )Ia protéine Mcl-1
RMN).
résidus aminés tres peu structurée rappelant celle de Bcl-w (Day et al.,

2005).

La poche hydrophobe de Mcl-1 differe de celle des autres membres anti-apoptotiques et cette
différence joue un réle trés important dans la sélectivité de Mcl-1 envers son ligand. La cavité
hydrophobe de Mcl-1 présente une conformation plutét ouverte et préte a interagir avec son
ligand contrairement a celles de Bcl-2 et Bcl-x. qui présentent une conformation fermée a
cause de la liaison hydrogéne entre la Glutamine 111 situé sur I’hélice a3 et 1’Acide
Glutamique 129 porté sur I’hélice 04. La liaison hydrogene équivalente dans Mcl-1 est
absente car les résidus correspondant sont la Lysine 215 et I’Histidine 233 respectivement
(Day et al., 2005).

Mcl-1 posséde 14 Lysines conservées, dix d’entre elles sont situées au niveau de la poche
hydrophobe. A I’exception de la Lysine 283, toutes les autres sont exposées vers le solvant et
sont des cibles potentielles des ubiquitines ligases, et donc a 1’origine de la diminution de sa
stabilité protéique. Mcl-1 possede également deux Histidines périphériques (His258 et 301) et
deux autres centrales (His233 et 205). Tous ces résidus contribuent aux propriétés
électrostatiques de la cavité hydrophobe de Mcl-1. En comparaison avec la poche hydrophobe
de Bcl-xL qui n’est essenticllement pas chargée, celle de Mcl-1 est plus électropositive. Les
résidus charges positivement sont principalement concentrés au niveau des hélices o3 et a4 et
la boucle liant ces deux hélices, et couvrent également le site d’interaction avec le ligand (Day

et al., 2005).
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11.5.2.2.4. Structure de la cavité hydrophobe de Bax et Bak

Les protéines pro-apoptotiques multi-domaines présentent également une poche hydrophobe

assez similaire a celle des anti-apoptotiques qui est deployée pour interagir avec le domaine

BH3 des BH3-only activateurs ou avec le domaine BH3 des autres
partenaires pro-apoptotiques muti-domaines lors de
I’oligomérisation au niveau de la membrane mitochondriale. La
structure de la poche hydrophobe de Bax est similaire a celle de
Bcl-xL (Muchmore et al., 1996). Elle est constituée de huit hélices
o amphiphiles regroupées autour d’une hélice centrale hydrophobe

(a5). Comme la protéine Mcl-1, Bax ne posséde pas de sequence

prédictive du domaine BH4. Cependant, sa structure 3D a

démontr¢ la présence d’une hélice al, un peu plus longue que celle

N 1

)

Figure 28 : Structure 3D de
la protéine Bax (RMN).

de Bcl-xv et qui se connecte avec I’hélice a2 via une longue boucle non structurée semblable

a celle de Bcl-x. et Bcl-2 (Suzuki et al., 2000). Bax est légerement différent de Bcl-x. par

I’orientation et la longueur de ses hélices 02, a3 et a4 (Figure 28). Cependant, aucune

différence n’a été observée sur les hélices a5, a6, a7 et a8 (Suzuki et al., 2000).

La protéine Bak se présente sous une conformation globulaire
constituée de huit hélices a assemblées en deux faisceaux de trois
et quatre heélices reliée par la région C-terminale. Ces deux
faisceaux sont orientés verticalement 1’un par rapport a 1’autre
grace au deux cceurs hélicoidaux ol et a5 (Moldoveanu et al,
2006). Le faisceau N-terminal est composé des hélices al, o2 et
a3 et le faisceau C-terminal est composé des hélices a4, a5 et a6
(Figure 29). L’extrémité C-terminale, composée des hélices a7 et

a8, agit comme un crochet hydrophobe pour relier les deux

Figure 29 : Structure 3D de
la protéine Bak (RMN).

faisceaux en forme de « beignet » avec 1’hélice a5 au centre (Moldoveanu et al., 2006).
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Figure 30 : Structure des protéines Bax et Bak.

(A) Disposition des différentes hélices a constituant les protéines Bax et Bak : les hélices al-a8 sont colorées en
orange a l’exception de celles formant la poche hydrophobe qui sont représentées en vert. Le domaine
transmembranaire de Bax représenté par ’hélice a9 (jaune-vert) est localisé au niveau de sa poche hydrophobe.
(B) Représentation des deux hélices a9 de Bax et Bak dans lesquelles les résidus hydrophobes, hydrophiles,
chargés positivement ou négativement sont représentés en jaune, bleu, vert et rouge respectivement. Le
pourcentage d’hydrophilie et d’hydrophobicité sont indiqués dans la figure (Westphal et al., 2011).

La différence principale entre Bax et Bak est leur localisation a I’état inactif, Bax étant
localisé dans le cytosol et Bak dans la mitochondrie respectivement. Cette différence de
localisation est en partie attribuée a la nature hydrophobe de leur segment transmembranaire
(Figure 30A). Ainsi, le segment transmembranaire (hélice 09) de Bax, moins hydrophobe que
celui de Bak, est lié a sa poche hydrophobe, diminuant ainsi son affinité pour la membrane
mitochondriale et augmentant sa solubilité (Figure 30B). En revanche, le segment
transmembranaire de Bak est plus hydrophobe que celui de Bax, ce qui explique son tropisme
membranaire (Leshchiner et al., 2013). De plus, la conformation de Bax est trés proche de
celle de Bcl-w. Cependant, I’interaction entre I’hélice 09 avec la poche hydrophobe de Bax
est plus stable que celle de I’hélice a8 avec la poche hydrophobe de Bcl-w. Cette différence
est due & la nature des residus constituant ces deux hélices (Petros et al., 2004). Ce repliement
soutient la forme monomérique et soluble de Bax et régule son activité pro-apoptotique qui ne

survient qu’apres son insertion dans la membrane mitochondriale.

11.5.2.2.5. Structure de la cavité hydrophobe de Bid

La protéine Bid est une protéine pro-apoptotique unique par sa structure. Elle possede une
poche hydrophobe dont la conformation est similaire a celle de Bcl-x.. En revanche, sa
composition en acide aminé est trés différente, a 1’exception de celle constituant le domaine

BH3 (Figure 31A et B).
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Figure 31 : Structure de Bid en solution.
Comparaison entre la structure hélicoidale de Bid (A) et celle de Bcl-x. (B). (C) Changement dans la
conformation de Bid apres clivage par la caspase 8 (Chou et al., 1999).

Ce dernier est comparable au domaine BH3 des autres membres de la famille Bcl-2. Les
¢tudes RMN ont démontré que la protéine Bid est composée de 8 hélices a dont deux hélices
centrales hydrophobes disposées de maniere antiparalléle (06 et a7) et entourées de 6 hélices
amphiphiles (McDonnell et al., 1999). L’hélice a3 porte le domaine BH3 de Bid et est fixée a
la structure par I’établissement de liaison hydrogenes avec des résidus portés sur les hélices
al et a8. La comparaison entre la structure de la protéine Bid et son partenaire Bcl-x. révele
que Bid posseéde une hélice supplémentaire (a2) dans son extrémité N-terminale. Ainsi, la
correspondance structurelle des régions d’homologie a démontré que les hélices al, a3, o4,
a5, 06, a7 et a8 correspondent aux hélices al, 02, a3, a4, a5, a6 et a7 de Bel-xL (Chou et al.,
1999). Bid est également différent par sa boucle flexible et non structuré établie entre 1’hélice
a2 et a3 qui est deux fois moins longue que celle de Bel-x. et qui joue un réle trés important

dans son processus d’activation (Figure 31C).

La protéine Bid joue le réle du second messager intracellulaire qui communique le signal de
la plateforme formée par les récepteurs de mort a la voie mitochondriale. Dans les cellules
saines, la protéine Bid est inactive et se trouve sous forme soluble dans le cytoplasme. Le
clivage, par la caspase 8, au niveau de sa boucle non structurée, permet sa translocation vers
la mitochondrie (Li et al., 1998). Les etudes RMN ont démontre que ce clivage ne change pas
la conformation globale de Bid suggérant que cette boucle n’est pas impliquée dans le
maintien de la structure de Bid (Figure 31C). En revanche, il apporte des modifications au
niveau de son extrémité N-terminale impliquant les hélices al, a2, a3 (contenant le domaine

BH3) et les hélices a7 et a8. Le clivage par la caspase 8 favorise ’activité apoptotiques de
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Bid et augmente de 10 fois son affinité pour Bcl-x. (Li et al., 1998). Ce clivage induit la
dissociation de I’extrémité N-terminale du cceur de la protéine Bid, permettant ainsi d’engager
le domaine BH3 de t-Bid, son interaction avec ses partenaires, et I’induction de 1’apoptose. En
revanche, la boucle flexible de la protéine non clivée fonctionne comme « cross-link » qui

s’oppose a I’interaction avec Bel-x. (Chou et al., 1999).
I1.5.3. Mécanisme d’action de la famille Bcl-2

Le devenir de la cellule est dicté par I’équilibre stcechiométrique entres les membres pro- et
anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 (Veis et al., 1993 ; Czabotar et al., 2011). Cette famille
joue un rdle majeur dans le controle de I’apoptose a travers les interactions protéine-protéine

(IPP) établies entre ses différents membres (Figure 32) (Juin et al., 2013).
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Figure 32 : Réseau d’interactions fonctionnelles entre les membres pro- et anti-apoptotiques de la famille
Bcl-2.

Ces interactions présentent des affinités plus ou moins importantes de certaines protéines envers d’autres telles
que c’est le cas pour Bim et Bid et Puma qui interagissent avec la plupart des protéines multi-domaines de cette
famille ou avec Bad et Noxa, qui présentent une affinité restreinte a quelques protéines (Noxa envers Mcl-1 et
Bad envers Bcl-2, Bcl-x. et Bcl-w) (Dutta et al, 2010 ; Roy et al, 2013 ; Juin et al, 2013). Les protéines anti-
apoptotiques ont aussi une affinité différente envers les protéines pro-apoptotiques multi-domaines. En effet,
Mcl-1 et Bfl-1 interagissent et inhibent Bak alors que Bcl-2 et Bcl-w interagissent de préférence avec Bax. En
revanche, Bcl-x est capable d’inhiber a la fois Bax et Bak (Juin et al., 2013).

Le rble principal des interactions entre les membres de cette famille est de contrdler la voie
intrinseéque de I’apoptose. Les effets biologiques qui s’ensuivent sont treés variés et dépendent
de la nature des partenaires. Les deux conséquences majeures de ces interactions sont
’activation des effecteurs Bax et Bak et leur oligomérisation conduisant a la perméabilisation
de la membrane mitochondriale, ou au contraire 1’inhibition des événements responsable de
déclencher ce processus. Les différents acteurs de ces mécanismes, leur régulation et leur

mode d’action sont présentés ci-dessous.
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11.5.3.1. BH3-only : capteurs de stress

11.5.3.1.1. Généralités

Les BH3-only comptent une dizaine de protéines de la famille Bcl-2 : Bad, Bid, Bik, Bim,
Bid, Bmf, HRK, Puma, Noxa et BNIP (Aouacheria et al., 2005). Ils sont regroupés en deux
catégories : les activateurs tels que t-Bid, Bim et Puma, qui sont capables d’activer les
effecteurs et de les déplacer de la poche hydrophobe des anti-apoptotiques, et les
sensibilisateurs (capteurs de stress), tels que Noxa et Bad, incapables d’activer les protéines
Bax et Bak mais qui interagissent avec les anti-apoptotiques pour occuper leur poche
hydrophobe et libérer les effecteurs et leurs activateurs. Cependant, certaines études suggérent
que les sensibilisateurs sont également capables d’activer Bax et Bak et que les fonctions de

ces deux catégories de BH3-only sont souvent redondantes (Du et al., 2011).

Les BH3-only sont dotés d’une grande plasticité structurelle qui leur permet d’avoir plusieurs
roles physiologiques et apoptotiques. En absence de stress, les BH3-only, constitutivement
exprimés dans la cellule, sont localisés dans différents compartiments cellulaires ou ils
interagissent avec d’autres partenaires que les membres de la famille Bcl-2 et exercent des
fonctions physiologiques habituelles. Les protéines BH3-only sont considérées comme des
sentinelles de stress. Ainsi, en réponse aux perturbations cellulaires, ces protéines subissent
des modifications au niveau transcriptionnel ou post-traductionnel provoguant un changement
dans leur conformation. Ce changement est nécessaire pour leur interaction avec les membres
multi-domaines de la famille Bcl-2 et pour leur translocation dans la mitochondrie
(Fernandez-Luna, 2008 ; Shamas-Din et al., 2011). Il est a noter qu’un méme stress peut
moduler ’expression et/ou 1’activité de plusieurs protéines BH3-only telles que la protéine
suppresseur de tumeur p53 qui module I’expression simultanée de Puma, Noxa et Bik.

Réciproquement, un méme BH3-only peut étre induit par plusieurs types de stress (Figure 33).
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Figure 33 : Mécanismes de régulation des BH3-only.

La régulation des BH3-only se fait au niveau transcriptionnel (A) ou post-traductionnel (B). Au niveau
transcriptionnel, les différents facteurs de transcription, a 1’exception de DREAM, activent la transcription des
BH3-only. Au niveau post-traductionnel, les modifications sont majoritairement représentees par les différentes
phosphorylations, le clivage protéolytique et la dissociation de la Dynéine. Les BH3-only ainsi activés vont
activer a leur tour les effecteur Bax et Bak et induire le relargage du cytochrome c (d’apres Fernandez-Luna,
2008).
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11.5.3.1.2. Modulation des BH3-only

11.5.3.1.2.1 Modulations transcriptionnelles et post-transcriptionnelles

Le niveau d’expression de certains BH3-only dans la cellule est trés faible, parfois méme
indétectable. Leur expression est fortement augmentée par plusieurs stimuli apoptotiques tels
que les dommages a I’ADN, le stress du RE et la privation en facteurs de croissances. Par
exemple, en réponse aux dommages a I’ADN provoqués par les agents chimiothérapeutiques
ou par l’irradiation, la libération de la protéine suppresseur de tumeur p53 de son inhibiteur
Mdm?2 et sa translocation dans le noyau lui permettent d’activer la transcription des genes

codant pour les protéines BH3-only Noxa (Oda et al., 2000) et Puma (Jeffers et al., 2003).

Les facteurs de croissance ont également démontré une implication importante dans la
régulation de I’expression des BH3-only. En effet, les protéines Bim et Puma sont induites par

le facteur de transcription Foxo-3a (Forkhead Box Transcription Factor), dont I’activation est
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elle-méme régulée par les voies de signalisation MAPK/ERK et PI3K/AKT. La kinase ERK
phosphoryle Foxo-3a sur les Ser294, Ser344, Ser425 provoquant ainsi son ubiquitination et sa
dégradation par Mdm2 (Yang et al., 2008) tandis que la kinase AKT conduit a sa
séquestration par la protéine 14-3-3, empéchant ainsi sa translocation dans le noyau (Brunet et
al., 1999). Ces deux voies sont souvent dérégulées dans les cancers, conduisant a une

inhibition multifactorielle de Foxo-3a.

Le stress du RE est également responsable de I’expression des BH3-only comme Noxa, Puma,
Bim, Hrk et Bik. L’expression de ces protéines est consécutive a 1’activation de divers
facteurs de transcription tels que CHOP/GADD153, Foxo-3a et E2F1 (Li et al., 2006 ; Ghosh
et al., 2012 ; Galehdar et al., 2010 ; Hershko and Ginsberg, 2004). Enfin, I’hypoxie induit
I’expression des genes Noxa et Bnip-3 via le facteur de transcription HIF1a, conduisant a la
mort des cellules (Bruick, 2000 ; Kim et al., 2004).

11.5.3.1.2.2. Modulations post-traductionnelles

Les BH3-only induits en réponse aux stimuli, tels que Puma, Noxa et Bik, sont exprimés sous
leur forme active, leur permettant d’atteindre directement leurs cibles sans avoir a subir de
modifications. Cependant, les BH3-only constitutivement exprimés tels que Bad, Bim, Bid,
Bmf et Bnip nécessitent des modifications pour étre actif, telles qu’un clivage protéolytique,
une phosphorylation ou une dé-séquestration et relocalisation. Ces modifications menent a un
changement de leur conformation permettant leur recrutement au niveau de la membrane
mitochondriale et leur interaction avec leurs partenaires pro- ou anti-apoptotiques de la
famille Bcl-2.

Modulation par clivage protéolytique

Suite a I’activation des récepteurs de mort, une cascade de signalisation conduit a ’activation
de la caspase 8 qui procede a l’activation par clivage de la protéine Bid, dont la forme
tronquée tBid est transloguée au niveau de la mitochondrie ou elle exerce son réle pro-
apoptotique (Li et al., 1998) . Bid peut également étre clivé par la protéase Granzyme B
contenue dans les granules sécrétees par les lymphocytes T et les cellules NK (Natural Killer).
Ces granules permettent en effet la libération de ces protéases, via les perforines, dans les

cellules transformées ou infectées par des virus.
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Modulation par dé-séquestration et délocalisation

Dans les cellules normales, les protéines BH3-only Bim et Bmf sont constitutivement
exprimées et associées, dans un état inactif, a la chaine légére de la Dynéine (DLC1/2), elle-
méme séquestrée par les microtubules ou la myosine V du cytosquelette cellulaire.
L’exposition de la cellule a différents signaux tels que les agents cytotoxiques ou la perte
d’adhésion conduit a la dé-séquestration de Bim et Bmf du cytosquelette cellulaire et permet
leur translocation vers la mitochondrie et leur interaction avec les membres multi-domaines
de la famille Bcl-2 (Puthalakath et al., 1999). Il a également été montré que la
phosphorylation de Bim sur la Thr*® et la Ser®® par la kinase JNK favorise sa dé-séquestration,

sa libération des composants du cytosquelette et sa translocation vers la mitochondrie.

Modulation par phosphorylation

La modulation de I’activité des BH3-only par phosphorylation a été démontrée dans plusieurs
contextes. La phosphorylation impacte différemment ’activité des BH3-only en fonction du

site modifié et de la nature de la kinase impliquée.

La protéine Bim est phosphorylée sur de nombreux sites par les protéines ERK, JNK et p38
de la famille des MAPK. Les études utilisant différents mutants de Bim ont démontré que ces
phosphorylations peuvent augmenter 1’activité pro-apoptotique de Bim, ou inversement la
réduire. En effet, la phosphorylation de Bim peut diminuer son activité en modulant son
interaction avec ses partenaires. Ainsi, la phosphorylation de la Ser®®, Ser®, Ser’ et Thr!'? par
ERK et JNK provoque une diminution de I’affinité de Bim envers les membres de la famille
Bcl-2 et abolit ainsi son activité pro-apoptotique (Harada et al., 2004 ; Ewings et al., 2007).
La phosphorylation de la Ser®® peut également influencer sur la stabilit¢ de Bim. Cette
phosphorylation par la kinase ERK provoque sa dégradation par le protéasome (Luciano et al.,
2003).

La phosphorylation de Bad par la voie PISK/AKT sur la Ser''? ou la Ser'®® conduit a sa
séquestration dans le cytosol par la protéine chaperonne 14-3-3, empéchant ainsi sa
translocation vers la mitochondrie et I’induction de I’apoptose (Zha et al., 1996). L’activation
de cette méme voie conduit aussi & la phosphorylation de la Ser'® située au centre du

domaine BH3 de Bad, limitant son interaction avec Bcl-x. (Zhou et al., 2000) .

Le BH3-only Bik est une protéine qui se trouve phosphorylée & 1’état basal au niveau de la

Thr® et la Ser®® par la Caséine Kinase II. Cette phosphorylation joue un réle trés important
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dans son activité pro-apoptotique. L’étude réalisée par 1’équipe de Chinnadurai a démontré
que la substitution de ’'un de ces deux site par une Alanine diminue son activité pro-

apoptotique sans affecter sont interaction avec Bcl-2 (Verma et al., 2001).

11.5.3.1.3. Modéle de recrutement a la membrane

Les protéines BH3-only présentent une localisation subcellulaire qui differe d’un BH3-only a
I’autre et entre leur état basal et activé. Apres activation, leur recrutement au niveau de la
membrane mitochondriale est indispensable pour qu’ils puissent exercer leurs fonctions pro-
apoptotiques. Cependant, le mécanisme par lequel ces protéines sont transloquées dans la
membrane mitochondriale est tres variable (Shamas-Din et al., 2011). Certains BH3-only tels
que Bim, Bid, Puma et Hrk possédent un segment hydrophobe au niveau de leur extrémité C-
terminale, identifi¢é comme étant une séquence consensus d’ancrage dans la membrane
mitochondriale (Shamas-Din et al., 2011). D’autres BH3-only comme Bad et Bid ne
possedent pas cette séquence d’ancrage et contiennent des séquences hydrophobes ciblant les
protéines et les lipides localisés au niveau de la mitochondrie. En effet, Bad interagit avec la
membrane mitochondriale via deux domaines hydrophobes, LBD1 et LBD2. Ces domaines
ont une affinité pour les phospholipides chargés négativement tels que les
phosphatidylsérines, I’acide phosphatidique et les cardiolipides situés au niveau de la
membrane mitochondriale. La phosphorylation de Bad n’affecte pas son interaction avec la
mitochondrie, mais favorise plutdét son extraction par les protéines chaperonnes 14-3-3
(Hekman et al., 2006). De méme, le recrutement de t-Bid a la membrane mitochondriale est
également favorisé par les lipides et les protéines mitochondriales. En effet, les cardiolipides
associés au cholestérol ou aux protéines mitochondriales telles que MTCH2/MIMP
(mitochondrial carrier homologue 2/Met-induced mitochondrial protein) favorisent le
recrutement de t-Bid a la membrane mitochondriale et par conséquent induit sa
perméabilisation (Lutter et al., 2000 ; Lovell et al, 2008). Le recrutement spontané de t-Bid a
la mitochondrie favorise son interaction avec les protéines Bax et Bcl-x_ présentes dans le
cytosol. Cette interaction provogue un changement de conformation de ces protéines
multidomaines, permettant leur insertion dans la membrane externe mitochondriale (Billen et
al., 2008).

Un scénario opposé peut se produire pour d’autres BH3-only tels que Noxa. Cette protéine a
besoin de ses domaines BH3 et TM pour cibler correctement la membrane mitochondriale. En

premier lieu, Noxa interagit avec la poche hydrophobe de Mcl-1 ou de Bfllvia son domaine
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BH3. Cette interaction engendre, dans un second temps, un changement dans sa conformation
conduisant a I’orientation correcte de son domaine TM, facilitant ainsi son recrutement dans

la membrane mitochondriale (Oda et al., 2000 ).

11.5.3.1.4. Modele d’action des BH3-only
11.5.3.1.4.1. Direct

Dans ce modele, certains BH3-only tels que Bim et t-Bid sont directement engagés pour
activer les effecteurs Bax et Bak (Figure 34A). Ce modéle d’activation est relativement peu
puissant car I’interaction entre les effecteurs et leur activateur est transitoire, favorisant ainsi
la séquestration des activateurs par les anti-apoptotiques (Kuwana et al., 2005 ; Certo et al.,
2006 ; Gavathiotis et al., 2008). Cependant, les effecteurs Bax et Bak activés peuvent a leur
tour activer les autres monomeres et former ainsi des pores au niveau de la membrane externe
de la mitochondrie entrainant sa perméabilisation (Czabotar et al., 2014). Les BH3-only
sensibilisateurs dans ce modéele participent a 1’inhibition de I’action des anti-apoptotiques vis-

a-vis des BH3-only activateurs.
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Figure 34 : Mode d’action des BH3-only.
(A) Modéle d’activation directe. (B) Modéle d’activation indirecte. (C) Modéle intégré (Shamas-Din et al.,
2011).
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11.5.3.1.4.2. Indirect ou de déplacement

Dans ce modele il est suggéré que les protéines effectrices Bax et Bak sont constitutivement
actives et sont inhibées par les anti-apoptotiques pour favoriser la survie cellulaire. Pour

initier I’apoptose dans ce mod¢le, les BH3-only sont engagés pour déplacer les effecteurs
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activés de la poche hydrophobe des anti-apoptotiques. Ainsi libérées, les protéines Bax et Bak
vont pouvoir s’oligomériser et induire la perméabilisation de la membrane externe de la
mitochondrie (Figure 34B). Ce mod¢le d’action est efficace a condition que toutes les
protéines anti-apoptotiques résidant dans la membrane mitochondriale soient inhibées par les
BH3-only ou équivalent (molécules BH3-mimétiques) (Chen et al., 2005 ; Willis et al.,
2005 ; Czabotar et al., 2014).

11.5.3.1.4.3. Intégré

Ce modele regroupe les aspects majeurs des deux précédents modeéles. L’interaction entre les
membres de la famille Bcl-2 dépend de la concentration en protéines au niveau de la
membrane et de leur affinité. Cette derniére est déterminée par les modifications post-
traductionnelles de protéines et de la physiologie cellulaire. Les BH3-only activateurs peuvent
activer directement Bax et Bak et favoriser la perméabilisation de la membrane
mitochondriale. Les deux classes de BH3-only peuvent recruter et séquestrer les anti-
apoptotiques dans la membrane mitochondriale. Enfin, les anti-apoptotiques inhibent
I’apoptose et séquestrent les effecteurs et leurs activateurs au niveau de la membrane
mitochondriale ou dans le cytoplasme (Figure 34C). Ce modéle montre que I’équilibre et la
liaison entre ces membres de cette famille est dépendant de la proportion de ces différentes
sous-groupes protéique (Llambi et al., 2011 ; Shamas-Din et al, 2013).

11.5.3.2. Bax et Bak : effecteurs de I’apoptose

11.5.3.2.1. Activation de Bax et Bak

L’activation de Bax et Bak est effectuée par les BH3-only activateurs Bim, tBid et Puma. Tel
que mentionné plus haut, contrairement a Bak, 1’activation de Bax nécessite une étape
préalable permettant son recrutement au niveau de la membrane mitochondriale (Kim et al.,
2009 ; Czabotar et al., 2014). Cette activation est assurée par la fixation du BH3-only
activateur sur un site appelé la « rear pocket » ou « la poche arriére ». Cette seconde poche
hydrophobe de Bax, composée des hélices al, a4 et a6, est située a I’opposé de la cavité
hydrophobe. La « poche arriére » de la forme soluble de Bax est masquée par la grande
boucle non structurée située entre 1’hélice al et a2 (Gavathiotis et al., 2008). L’interaction
allostérique du BH3-only avec I’hélice al de cette poche par le mécanisme de « hit and run »
permet de déplacer la grande boucle non structurée (extrémité N-terminale) et de désengager
I’hélice 09 (extrémité C-terminale) de la cavité hydrophobe de Bax. (Figure 35) (Kim et al.,
2009 ; Bleicken and Zeth, 2009 ; Shamas-Din et al., 2013; Czabotar et al., 2014).
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Figure 35 : Modéle d’activation de Bax.

Les BH3-only activateurs tels que t-Bid, Bim et Puma se lient de maniére transitoire a I’hélice a1 de Bak,
ce qui conduit a la levée de I’auto-inhibition et induit une réorganisation structurelle de Bax en exposant
ses extrémités N et C-terminales. L’extrémité C-terminale de Bax (hélice a9) devient ainsi disponible et
préte a s’intégrer dans la membrane externe de la mitochondrie. Une fois Bax intégré dans la
mitochondrie, sa seconde activation ainsi que I’activation de Bak par les BH3-only activateurs conduit a
leur oligomérisation et a ’induction de la perméabilisation mitochondriale (Kim et al., 2009).

L’identification de I’hélice al comme étant le site d’interaction pour le domaine BH3 de Bid
et Puma a été obtenue par des tests de double hybride chez les bactéries et des expériences
d’immunoprécipitation dans les lignées cellulaires humaines. L’insertion de mutations dans la
région BH3 de Bid ou au niveau de I’hélice 1 de Bax limite 1’activation de ce dernier et
I’induction de 1’apoptose (Cartron et al., 2004). De méme, en utilisant le peptide stabilisé du
domaine BH3 de Bim (Stabilized o Helix of Bcl-2 Domain Bim « BIM SAHB »), 1’équipe de
Gavathiotis a démontré, que Bim interagit avec Bax via cette poche. Ce premier changement
de conformation de Bax conduit a I’instabilité structurale de Bax dans le cytosol, favorisant
son insertion dans la membrane mitochondriale (Renault et al., 2015) et I’initiation du

processus d’oligomérisation par 1’exposition de 1’épitope 6A7 (Shamas-Din et al., 2011).

Contrairement a I’activation de Bax qui semble bien établie, la connaissance du mode
d’activation de Bak est encore confuse, notamment en ce qui concerne la présence ou
I’absence de la « rear pocket » et son implication dans le mécanisme d’activation de Bak.
Cette protéine est constitutivement localisée au niveau de la membrane mitochondriale. Sa
« rear pocket » est encombrée par les résidus aminés GIn32, Arg36 et 156 rendant son
accessibilité difficile par le domaine BH3. De plus, contrairement a celle de Bax, la « rear
pocket » de Bak est couverte par une petite boucle qui lie I’hélice al et a2, entrainant une
contrainte supplémentaire pour accéder a cette poche (Figure 36). Il est probable que

I’interaction du domaine BH3 avec la « rear pocket » soit caractéristique de Bax et que Bak
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possede un site de fixation de BH3 équivalent (Shamas-Din et al., 2011). Cependant, le
modele proposé par 1’équipe de Dewson montre que suite a 1’activation par le domaine BH3
de t-Bid, Bak comme Bax, expose son hélice al permettant de déstructurer et de fragiliser la

petite boucle formeée entre les deux hélices al et a2 (Oh et al., 2010).
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Figure 36: Modé¢le d’activation de Bak et de son homodimérisation ou son interaction avec les
anti-apoptotiques (d’aprés Dewson et al., 2008).

11.5.3.2.2. Oligomeérisation des effecteurs et perméabilisation mitochondriale

Apres activation, Bax et Bak changent de conformation pour s’oligomériser et former des
pores au niveau de la membrane mitochondriale, permettant ainsi le relargage du cytochrome
c. Deux mécanismes d’activation et d’oligomérisation de Bax et Bak ont été¢ proposés par
I’équipe de Dawson en se basant sur le mécanisme d’activation par le BH3-only (kiss and run

ou Kiss and stay) et le type de dimere formé. Ces modeles sont les suivants :

11.5.3.2.2.1. Modeéle de dimére symétrique

Suite a 1’activation transitoire (kiss and run) de Bax ou Bak par un BH3-only activateur, le
domaine BH3 et la poche hydrophobe de chaque monomere sont exposés. L’exposition des
domaines clés permet a chaque monomére d’engager son domaine BH3 dans la poche
hydrophobe de 1’autre et vice-versa. Ainsi les dimeres sont formes (Figure 37). Ces dimeres
peuvent générer des multimeres avec un autre dimére par une interaction entre les deux

hélices a6-06 présentes au niveau de la surface d’interaction des dimeéres (Figure 37)
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(Dewson et al., 2008 ; Oh et al., 2010). Les pores mitochondriaux sont ainsi formés

conduisant au relargage du cytochrome c et 1’induction de 1’apoptose.
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Figure 37 : Modéle symétrique d’activation de Bax et Bak.

Suite a une interaction transitoire du BH3-only activateur avec Bax/Bak, le domaine BH3 ainsi que la cavité
hydrophobe de ces derniers sont exposés. Cela permet aux deux monomeéres de Bax/Bak de se lier I’un a I’autre
par engagement du domaine BH3 de I’un dans la poche hydrophobe de I’autre et vice-versa. Une fois les
diméres formés, ils interagissent entre eux via leur surface d’interaction pour former et élargir le pore
mitochondrial. Dans cette figure, seul Bax a été représenté pour simplifier la compréhension (D’aprés Shamas-
Dinetal., 2011).

11.5.3.2.2.2. Modeéle de diméres asymétrique

Ce modele est basé sur 1’auto-activation des pro-apoptotiques par leur domaine BH3 et leur
poche arriere (Shamas-Din et al., 2011). L’activation d’un effecteur de I’apoptose initiée par
la liaison stable et durable (Kiss and stay) du BH3-only activateur a la poche arriére favorise
I’engagement du domaine BH3 de cette protéine. Cette derniere ainsi activée, agit comme une
protéine BH3-only et interagit avec la poche arriére d’une autre protéine non active. Ceci
conduit au déplacement de son hélice a9 pour permettre son ancrage dans la membrane
mitochondriale et a I’engagement de son domaine BH3 qui pourra alors activer une troisiéme
protéine et ainsi de suite. Dans ce modéle, tout au long du processus d’auto-activation et
d’oligomérisation des effecteurs, la protéine BH3-only activatrice reste liee a la poche rear du
premier membre effecteur activeé (Figure 38). Cependant, 1’oligomérisation de ces protéines
fragilise la liaison avec les BH3-only activateurs provoquant leur libération et la formation de
pore mitochondrial. Certaines études ont démontré que 1’oligomérisation des effecteurs est
bloquée par la surexpression de la protéine Bcl-xL qui provoque la rétrotranslocation des
monomeres de Bax de la membrane mitochondriale vers le cytosol bloquant ainsi son

oligomérisation (Edlich et al., 2011).
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changement de leur conformation et I’exposition de leur domaine BH3. Ce dernier va pouvoir activer les autres
monomeres de Bax et Bak via un mécanisme d’auto-activation. Le pore formé est asymétrique car le domaine
BH3 d’un monomére est 1ié a la « rear pocket » d’un second monomeére. Dans ce modele, le BH3-only activateur
peut rester lié au premier monomere activé tout le long du processus de formation du pore mitochondrial
(D’apres Shamas-Din et al., 2011).

L’oligomérisation des effecteurs de [’apoptose conduit a la formation de pores
mitochondriaux classés en deux types en fonction de leur nature : i) des pores de nature
protéique qui sont formés exclusivement de protéines et ii) des pores lipidiques toroidaux dont
I’interface est composée d’un mélange de lipides et de protéines (Figure 39). Or, la
déstabilisation de la bicouche lipidique mitochondriale suggére que Bax et Bak perméabilisent
la membrane mitochondriale en produisant des pores de types toroidaux (Birkinshaw and
Czabotar).

‘ Pores de nature protéique | Pores lipidiques toroidaux |

Milieu aqueux

Q vf‘vé‘ ? \

protéines Lipides

Membrane

Milieu aqueux

Figure 39 : Schéma illustrant les différences entre les pores de nature protéique et les pores de nature
lipidique.

Les protéines sont en bleu clair, les lipides sont en orange, le glycérol et phosphate en rouge (D’apres
Birkinshaw and Czabotar).
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11.5.3.3. Anti-apoptotiques : opposition a I’'induction de I’apoptose

Les protéines anti-apoptotiques (Bcl-2, Bcl-x., Bcl-w, Mcl-1, Bfl-1 etc.) montrent une
similitude dans leur structure 3D et leur fonction anti-apoptotique. Cependant, elles présentent
des différences au niveau de leur localisation, leur mode de régulation et leur affinité envers

leurs partenaires.

La localisation subcellulaire des anti-apoptotiques est variable. Bcl-2 est la seule protéine
anti-apoptotique qui, une fois synthétisée, est dirigée directement vers la membrane
mitochondriale, la membrane du RE et I’enveloppe nucléaire. Les autres protéines anti-
apoptotiques possedent une extrémité carboxylique localisée dans le cceur de leur structure.
Ces protéines anti-apoptotiques doivent ainsi étre activées au préalable afin d’exposer leur
extrémité qui permet 1’engagement et I’insertion des protéines dans la mitochondrie. Parmi
ces protéines, Bcl-x. existe sous forme d’un homodimére dans le cytosol, I’extrémité
carboxylique d’un des monoméres étant séquestrée de maniére réciproque dans la poche
hydrophobe de I’autre. De méme, I’extrémité C-terminale de Bcl-w est séquestrée dans sa
propre poche hydrophobe (Hinds et al., 2003) alors que celle de Bfl-1, de nature amphiphile,
lui offre une solubilité dans le cytosol. La protéine Mcl-1 est faiblement attachée a la
membrane mitochondriale par le motif EELD situé au niveau de son extrémité N-terminale et

serait importée au niveau de la mitochondrie via le récepteur Tom70 mitochondrial.

De par leur différence de localisation subcellulaire a 1’état initial, les protéines anti-
apoptotiques sont aussi soumises a différents modes de régulation jouant sur leur stabilité et
leur affinité. La protéine Bcl-2 est une protéine a durée de vie tres longue dont 1’expression ne
change pas en fonction des événements ou du stress. La stabilité de son transcrit est régulée
positivement par les nucléolines liées aux ARN ribosomiques, ou négativement par des
micros ARN tels que miR-15a et miR-16-1 (Willimott and Wagner, 2010). L’expression de la
protéine de Bcl-x. est variable en fonction du stress interne et des signaux externes. Bcl-x. est
majoritairement modulée au niveau transcriptionnel. L’expression de son géne Bcl-X est
régulé par les voies de signalisation JAK-STAT et NF-KB. Elle est aussi influencée par
I’activation des voies de signalisation Ras, des intégrines, de la vitronectine et du facteur de
croissance des hépatocytes (HGF) (Grad et al., 2000). Parmi les modifications post-
traductionnelles majeures de Bcl-2 et Bcl-x. figurent les phosphorylations des Sérines et
Thréonines situés au niveau de la boucle non structurée entre les hélices al et a2. Ainsi, a titre

d’exemple, dans les maladies hématopoiétiques malignes, les phosphorylations de Bcl-2 au
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niveau de la Ser® et Ser’® par les acteurs de la voie MAPK tels que JNK, ERK et p38,
stabilisent son expression protéique et altére la conformation de sa boucle non structurée
augmentant ainsi son affinité envers Bak et Bim (Dai et al., 2013). Ce méme effet est aussi
observé dans le cas de I’inhibition de la déphosphorylation de la Ser70 par la phosphatase
PP2A induite par les ROS. Contrairement aux autres protéines de la famille Bc-2, Mcl-1
présente un turn-over extrémement rapide (30min) du fait de la mise en place de mécanismes

de régulation complexes qui seront largement détaillés dans le chapitre suivant.

11.5.3.3.1. Association anti- et pro-apoptotiques

Les interactions protéines-protéines (IPP) établies entre les différents membres de la famille
Bcl-2 ont été démontrées sur la base d’analyses de spectroscopie, de résonnance magnétique
nucléaire (RMN) et de co-immunoprécipitation. Pour des raisons pratiques, la plupart des
¢études d’interaction font appel a la protéine recombinante Bcl-x. étant donné que les autres
protéines anti-apoptotiques sont plus difficilement purifiées et que leur rendement est plus
faible a cause des effets d’agrégation (comme dans le cas de Bcl-2) ou d’instabilité (comme
dans le cas de Mcl-1). Ainsi, le détail obtenu sur le mécanisme d’action de Bcl-x, a servi de
modele pour les autres protéines sachant qu’il existe certaines différences qui seront discutées

ci-dessous.

Il a été démontré qu’un court fragment peptidique issu du

The BC
Groove

domaine BH3 des pro-apoptotiques est suffisant pour
interagir avec la poche hydrophobe d’un anti-apoptotique
provoquant la perméabilisation mitochondriale. L’analyse de
la structure 3D de Bcl-x. seul (Muchmore et al, 1996) ou ' Gleu

complexé au peptide du domaine BH3 de Bak (Sattler et al.,

1997) a démontré que le petit peptide BH3 de Bak (résidus
72 a 87) se liait fortement a la poche hydrophobe de Bcl-x.
(K¢=380nM) formée par les domaines BH1, BH2 et BH3 v

] ] ] Figure 40: Structure 3D du
(Figure 11.27). Cependant, aucune interaction entre Bcl-xL et complexe Bcl-x./Bak (RMN).
un fragment plus court de Bak (résidus 77 a 87) n’a été observée. Une fois li¢ a la poche
hydrophobe de Bcl-x., le petit peptide de Bak restructure le domaine BH3 en une hélice a
sans induire d’importants changements structuraux de Bcl-x. (Figure 40) (Muchmore et al.,

1996 ; Sattler et al., 1997).
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Le peptide de Bak engage les résidus hydrophobes (Val74, Leu78, 1le81 et 11e85) qui
interagissent avec les résidus (Phe97, Arg100, Tyr101 et Phel05) de la poche hydrophobe de
Bcl-xL et stabilise ainsi le complexe (Sattler et al., 1997). En plus de ces interactions
hydrophobes, les résidus chargés de Bak (Arg76, Asp83 et Asp84) sont étroitement
rapprochés des résidus qui leur font face sur Bcl-x. (Glul29, Argl39 et Argl00

respectivement).

Des études de mutageneses dirigées ont permis d’identifier les interactions importantes
permettant d’établir ce complexe. Ainsi, la seule la substitution L78A provoque une réduction
de I’affinité entre les partenaires d’environ 800 fois (Kd= 270uM contre Kd= 0.34uM). Cette
méme diminution a été observée en substituant chacun des résidus hydrophobes formant ce
complexe (Sattler et al., 1997). De plus, la substitution D83A ou R139Q conduit a une chute
considérable dans 1’affinité d’interaction (Kd=41uM vs Kd= 0.34uM). Ce résultat a été
confirmé par les analyses de co-immunoprécipitation du complexe (Sattler et al., 1997).
Toutes ces observations ont confirmé 1’importance des interactions hydrophobes établie entres

les résidus conservés du domaine BH3 et la poche hydrophobe des anti-apoptotiques;

Les structures des complexes Bcl-x./Bad (Petros et al., 2000), Bcl-x./Bim (Liu et al., 2003)
ont également été décrites. Les structures 3D établies par RMN ont révélé que 1’interaction de
Bim et Bad avec Bcl-x. nécessite uniquement leur domaine BH3. De maniére similaire & Bak,
ces domaines partagent les mémes contacts avec les residus de Bcl-x. malgreé la différence des
séquences. L’interaction des peptides issus du domaine BH3 de Bim (Figure 41A) et de Bad
(Figure 41C) avec la poche hydrophobe de Bcl-x. ne change pas la structure globale de cette
derniére mais influence en partie la conformation et le réarrangement des deux hélices a3 et
a4. Ainsi I’hélice a3 perd en qualité hélicoidale alors que 1’hélice a4 est plutdt déplacée vers

le peptide de Bim ou de Bad.
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Figure 41 : Changement dans la conformation de Bcl-xL aprés son interaction avec les peptides de Bim,
Bak et Bad.

Présentation de la superposition des rubans de 1’hélice a3/a4 de Bel-x. ainsi que la boucle qui les connecte avant
et aprés interaction avec ces peptides. Représentation des fragments peptidiques de Bim humain (résidus 83-115)
(A), de Bak (résidus 572-587) (B), et de Bad (résidus 140-164) (C), en complexe avec Bcl-x. humain. Les a3 et
a4 de Bel-x seul sont représentés en rouge et violet respectivement. Les hélices a3 et a4 de Bel-x. en complexe
avec Bim, Bak et Bad sont en jaune et cyan respectivement (D’aprés Liu et al., 2003).

Cette observation a également été réalisée dans le complexe Bak/Bcl-x. (Figure 41C),
démontrant la flexibilit¢ de la poche hydrophobe de Bcl-x. et expliquant sa capacité

d’interaction avec des partenaires différents (Liu et al., 2003).

L’interaction de Mcl-1 avec ses partenaires est tres différente. En dépit de la similitude dans
la structure globale avec Bcl-x. et Bcl-2, la cavité hydrophobe de Mcl-1 est unique par sa
composition en résidus et par son profil d’interaction. Les études biochimiques ont démontré
que Mcl-1 interagit avec beaucoup d’affinité pour Noxa, Bim et Puma, faiblement pour Bik,
Bmf et Hrk et n’a pas d’affinité pour Bad. Pour comprendre cette sélectivité d’interaction, des
mutations sites-spécifiques ont été réalisées afin de substituer les résidus clés de Mcl-1 par
ceux de Bcl-x. (Day et al., 2005 ; Muchmore et al., 1996). Ces modifications n’ont pas
changé I’absence d’affinité de Bad pour Mcl-1. Toutefois, la substitution des résidus clés du
domaine BH3 de Bad par ceux de Bim (Liu et al., 2003), telle que la substitution Tyr'% par
une Isoleucine, rétablit I’interaction Bad/Mcl-1 tout en conservant I’affinité de Bad pour Bcl-
XL et Bcl-2. Ce méme résultat a été obtenu en substituant la Lys'® en Acide Glutamique dans
Noxa (Cory et al., 2003). La Lys!%® de Noxa correspondant au résidu Tyr'% dans Bad est
supposée empécher I’interaction de Noxa avec Bcl-xL. Ainsi la substitution de la Lys'® en
Glu sur le peptide de Noxa améliore son interaction avec Bcl-x.. Ces résultats montrent que la
spécificité et I’affinité d’une protéine pour un partenaire ne dépend pas seulement de la nature
de la poche (rigidité vs flexibilité, électropositivité vs neutre) mais également de la nature du

contact établi avec son partenaire.
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La mesure expérimentale de D’affinité d’interaction entre les membres pro- et anti-
apoptotiques apporte des indices sur le type de contact établi entre ces deux partenaires. En
revanche, ces indices sont souvent critiqués pour leur fiabilité. Dans la cellule, ces
interactions ont lieu entre protéines entiéres, tres souvent attachées a la membrane
mitochondriale ou elles changent de conformation pour exercer leur fonction. En revanche,
dans les conditions expérimentales, ces interactions sont souvent étudiées en solution et a
partir de protéines recombinantes ou synthétiques et des mitochondries isolées ou des
liposomes, ce qui remet en cause 1’application des résultats obtenus a un modele vivant. Ainsi,
des techniques supplémentaires telles que I’immunoprécipitation ou la technologie de BRET
(Bioluminescence Resonnance Energy de Transfert) ont été développées pour renforcer et

confirmer « in cellulo » les résultats obtenus par les études de structure.

11.5.3.3.2. Modele d’inhibition de I’apoptose

Sous leur forme active, les protéines anti-apoptotiques sont préférentiellement localisées au
niveau de la membrane mitochondriale ou elles veillent a conserver 1’intégrité mitochondriale
en inhibant leurs partenaires pro-apoptotiques. Le mécanisme par lequel les protéines pro-
apoptotiques effectrices perméabilisent la membrane mitochondriale reste le sujet de
multiples investigations. L’évaluation de la perméabilisation de la membrane mitochondriale
en utilisant les peptides recombinants de Bcl-x., Bax et Bid a démontré que Bcl-x. inhibe la
perméabilisation de la membrane mitochondriale par inhibition de Bim mais également de
Bax (Billen et al., 2008). Cette découverte a permis de fonder les bases de nombreuses études
mécanistiques qui ont permis de proposer les modeles actuels. L’inhibition du processus
apoptotique par les anti-apoptotiques pourrait suivre deux modes différents : 1) les anti-
apoptotiques Bcl-2, Bcl-x. et Mcl-1 séquestrent les BH3-only activateurs sous forme d’un
complexe stable limitant ainsi ’activation des effecteurs Bax et Bak ; 2) les anti-apoptotiques

sont impliqués dans la sequestration directe des monomeéres Bax et Bak activés.

Bien que ces deux mécanismes soient capables d’inhiber la perméabilisation mitochondriale,
le modele 1 parait moins efficace que le modéle 2 et plus facilement déstabilisé. Dans le cadre
du modéle 1, en I’absence de stimuli, les effecteurs ont un statut inactif/dormant et sont donc
incapables d’étre séquestrés par les anti-apoptotiques. En réponse au stress, les BH3-only sont
rapidement surexprimés et seront capturés par les anti-apoptotiques. En depit de leur forte
affinité, I’interaction entre les deux derniers est réversible, favorisant une séquestration

transitoire susceptible de maintenir un niveau de BH3-only libres capable de conduire a
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I’activation des effecteurs et a I’induction de la perméabilisation de la mitochondrie. A cela
s’ajoute le mécanisme d’auto-activation des effecteurs tel que présenté plus haut, conduisant a
I’activation d’autre monomeéres indépendamment de I’action des BH3-only activateurs

(Llambi et al., 2011 ; Gavathiotis et al., 2008).

La puissance du mod¢le 2 dans I’inhibition de la perméabilisation mitochondriale a également
été argumentée par le fait que les anti-apoptotiques sont souvent surexprimés dans les
pathologies cancéreuses et que malgré la rapidité de 1’activation de Bax et de sa translocation
dans la membrane externe de la mitochondrie, Bax serait «encerclée » par les anti-
apoptotiques qui vont directement interagir avec les monomeéres activés de Bax et empécher
leur oligomérisation. Une observation similaire a également été rapportée pour la protéine
Bak, constitutivement localisée au niveau de la mitochondrie et qui expose son domaine
d’interaction a un stade précoce de la signalisation apoptotique pouvant ainsi probablement
étre rapidement séquestrée par les anti-apoptotiques (Chen et al., 2005 ; Willis et al., 2005 ;
Willis et al., 2007).

La protéine Bcl-x. s’oppose a la perméabilisation mitochondriale par un autre mécanisme
indépendant des interactions précédemment discutées. Ce mécanisme implique la stabilisation
de Bax dans le cytosol. En effet, Bax est systématiquement transloqué a la membrane
mitochondriale ou il interagit avec Bcl-xL qui est capable d’induire son retour vers le cytosol
en le stabilisant sous sa forme inactive (Hsu et al., 1997). Ce mécanisme est parmi les

mécanismes les plus puissants pour empécher la survenue de 1’apoptose (Eldrich et al, 2011).

11.6. Autres types de mort cellulaire : nécrose et autophagie

En plus de la mort par apoptose, d’autres types de mort cellulaire ont été décrits, parmi

lesquels se distinguent la nécrose et 1’autophagie.
11.6.1. La nécrose

La nécrose est le deuxieme type de mort le plus étudi¢ apres 1’apoptose. Elle est souvent
considérée comme la mort accidentelle. Morphologiquement, la nécrose est assez différente

de I’apoptose (Figure 42).
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Figure 42 : Schéma récapitulatifs des différences morphologiques lors de la mort par apoptose et par
nécrose.

Durant la nécrose, les cellules gonflent, ’intégrité de la membrane plasmique est perdue et les
cellules sont rapidement lysées. Les caractéristiques biochimiques de 1’apoptose comme
I’activation des caspases et la fragmentation de I’ADN sont la plupart du temps absentes dans

les cellules nécrotiques.

Le processus nécrotique est induit par différents stimuli parmi lesquels des toxines
bactériennes (Warny et al., 2000), des composantes de la défense immunitaire comme le

complément et les cytokines (Villoutreix et al., 1999), I’oxyde d’azote et les ROS (Figure 43).

L’induction de la nécrose passe par 1’activation des récepteurs de mort tels que la famille des
récepteurs TNF (Fas, TRAIL ...) activés par les cytokines ou les récepteurs NMDA, activés
eux-mémes par les toxines. Elle passe également par I’induction d’autres senseurs en réponse
directe aux dommages de I’ADN par I’irradiation et les agents anticancéreux ou indirecte en
réponse au stress oxydatif comme I’ischémie, la formation de ROS...). Ces différents
senseurs induisent par la suite les seconds messagers. En effet, 1’activation des récepteurs et
I’induction des dommages a I’ADN conduisent a ’activation des voies de signalisation
communes entre 1’apoptose et la nécrose telles que la voie JNK et p38. Cependant le choix de

la cellule de mourir par apoptose ou par nécrose est jusqu’a maintenant inconnu mais
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dépendrait du stimulus. Parmi les seconds messagers, le calcium constitue aussi un des
principaux acteurs impliqué dans la nécrose. En effet le blocage des flux calciques abolit la
survenue de la nécrose induite par les toxines (Figure 43).

Enfin, ces différents stress aboutissent a 1’activation des protéases impliquées dans le
processus necrotique telles que les calpaines, les catepsines et les protéases a sérine mais leur

role exact dans I’induction de la nécrose n’est pas encore élucidé (Proskuryakov et al., 2003).

La famille Bcl-2 joue egalement un role dans la mort des cellules par nécrose. De maniére
similaire a 1’apoptose, certains effets nécrotiques sont contrecarrés par les protéines anti-
apoptotiques Bcl-x. et Bcl-2 (Schaffer et al., 2000). BNIP3, une protéine impliquée dans la
nécrose, est ainsi ciblée par les protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2. Cette protéine
posséde un domaine BH3 similaire aux protéines pro-apoptotiques par lequel BNIP3 est
séquestré par les anti-apoptotiques, conduisant a la répression de la nécrose (Proskuryakov et
al., 2003).

Excitotoxins Cytolinas Ischamia Oxidative stress, anti-neoplastic
drugs *
L L
l FALS, THF, other receptors DNA damage
MMDA receptors RIF l
ps3

stress kinases JMNK, p38

PARF activation
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ROS, pro-necrotic factors
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|

Plasma membrane permeabilization
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Figure 43 : Différents mécanismes d’induction de la nécrose (d’aprés (Proskuryakov et al., 2003).
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11.6.2. L’autophagie

L’autophagie est un processus quelque peu différent des deux autres types de mort car il
constitue avant tout un mécanisme de survie de la cellule a une carence en nutriments. C’est
un mécanisme qui permet de digérer une partie du contenu de la cellule (cytoplasme,
protéines ou organites cellulaires) (Levine and Klionsky, 2004). Ce processus est induit par la
carence en nutriments, 1’absence de facteur de croissance, 1I’hypoxie et le traitement par des
agents anticancéreux (Levine et Klionsky, 2004). Les organites abondantes ou défectueuses
sont enveloppées d’une double membrane appelée autophagosome qui va fusionner avec le
lysosome et générer 1’auto-lysosome dans lequel 1’autophagosome et son contenu seront
dégradés par les enzymes lysosomales. L’autodestruction des organites défectueuses permet
d’une part de réduire les besoins énergétiques de la cellule et d’autre part de palier a ses

besoins en substrats.

Néanmoins, la persistance de la carence alimentaire déclenche un processus de mort cellulaire
associ¢é a I’autophagie « Autophagie associated cell death » (Hotchkiss et al., 2009).
Contrairement a I’apoptose, le processus de mort associé a I’autophagie est indépendant de la
condensation chromosomique et est caractérisé par une accumulation massive de vacuoles

cytoplasmiques et une destruction des cellules mortes indépendante des macrophages.

Le processus autophagique requiert des protéines de la famille des Atg (une quinzaine de
protéines). Parmi elles, la Phosphatidyl-Inositol 3-phosphate Kinase (PI3K ou VPS34) et la
Becline 1 interagissent en amont pour la formation du phagosome. Ce complexe protéique
permet I’initiation de la formation de I’autophagosome par le recrutement du premier systéme
de conjugaison Atgl2-Atg5. Ce complexe permet a son tour la conjugaison de la
phosphatédyl éthanolamine (PE) a I’extrémité C-terminale de LC3 (LC3-PE) et I’association a
la membrane autophagosomale. Toutes les protéines Atg a 1’exception de LC3-PE se
détachent alors rapidement de la membrane autophagosomale (Figure 44). Cette

caractéristique fait de LC3-PE un marqueur spécifique de I’autophagie.

En plus de leur role dans le processus autophagique, les protéines Atg ont d’autres fonctions a
I’instar de la protéine Becline 1 qui intervient dans I’apoptose. Cette protéine est composée
d’un domaine BH3 semblable a celui des protéines pro-apoptotique de la famille Bcl-2 et peut
donc se lier aux protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-x., régulant ainsi la réponse
apoptotique.
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Ceci suggere donc que les protéines de 1’autophagie peuvent également participer a la voie de
I’apoptose. L’équilibre entre les différentes protéines de ces deux processus physiologique
(apoptotique ou autophagique) et le type de stimulus auquel la cellule est exposée, seront a

I’origine de I’engagement dans I’un des deux processus.
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Figure 44 : Figure 44. Le processus autophagique.

En absence de nutriments ou de facteurs de croissance, 1’activation de I’AMPK et/ou I’inhibition de mTOR
conduisent a I’activation de ULK qui phosphoryle Becline 1, permettant I’activation de VSP34 et la formation du
phagosome. ULK fonctionne en complexe avec FIP200 et ATG13 tandis que VPS34 nécessite des sous-unités
régulatrices. VPS15 et Becline 1 permettent 1’association d’autres facteurs régulateurs comme AMBRA, ATG14,
UVRAG et BIF-1. De multiples protéines Atg (Atg5 et 7) vont catalyser la conjugaison de PE a LC3 (LC3-I1) et
la diriger vers la membrane du phagophore ou elle joue le réle d’adaptateur protéique. L’¢longation et la
fermeture du phagophore génerent un autophagosome mature qui fusionne avec le lysosome conduisant a la
dégradation de nutriment et des métabolites (D’aprés Cicchini et al, 2015).

I.7. Implication de la famille Bcl-2 dans les processus
physiologiques
11.7.1. Généralités

Les membres de la famille Bcl-2 figurent parmi les principaux régulateurs de la mort

cellulaire programmée. Les expériences faisant appel aux techniques de transgénese et de
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mutagenese ont cependant mis en évidence des réles alternatifs de la famille Bcl-2, également
connues sous « day-jobs » (Gross and Katz, 2017). Certaines de ces fonction sont développées
ci-dessous (Figure 45).
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Les membres de la famille Bcl-2 participent a plusieurs « day-jobs » qui contribuent au bon fonctionnement de la
cellule. Cependant, en cas de stress, les membres de cette famille abandonnent ces « day-jobs » pour rejoindre la
mitochondrie ou elles effectuent leurs fonctions apoptotiques (ou « night job ») (D’aprés Gross and Katz, 2017).

11.7.1. Role dans le développement embryonnaire

L’apoptose joue un role primordial au cours du développement embryonnaire puisqu’elle
permet le modelage des structures cérébrales, des organes et du systeme immunitaire.
L’équilibre entre la prolifération, la différenciation et la mort programmée des cellules permet
de conserver une homéostasie de I’organisme. Dés lors que le mécanisme apoptotique est

régulé par les membres de la famille Bcl-2, il est donc important de s’intéresser au role de ces
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protéines dans le développement embryonnaire. Les souris transgeniques portant une délétion
du géne codant pour la protéine Bcl-2 (BCL-27") présentent ainsi une régression du thymus et
de la rate et développent des maladies rénales polykystiques et une hypo- pigmentation due a
une apoptose massive des mélanocytes. La délétion de BCL-X" est létale a I’age
embryonnaire en raison d’une apoptose massive des cellules hématopoiétiques et neuronales
alors que la délétion de BCL-W” a mis en évidence I’implication de la protéine dans le
processus de spermatogengse. Enfin, la délétion de MCL-17" met un terme au développement
embryonnaire en bloquant I’implantation dans 1’utérus (Chipuk et al., 2010). La délétion du
géne MCL-1 réalisée de maniere tissu spécifique a démontré son implication dans le maintien
des cellules souches hématopoiétiques et des lymphocytes effecteurs. La délétion
conditionnelle de MCL-1 dans les cardiomyocytes provoque des cardiomyopathies et une
insuffisance cardiaque (Czabotar et al., 2014). Cependant, il n’a toujours pas été démontré si
I’inhibition de I’activité de Mcl-1 provoquerait les mémes effets observés en absence de son

expression (Opferman et al., 2005).

Le rble des protéines pro-apoptotiques dans le développement embryonnaire a également été
démontré. Les souris déficientes en BAX”" et BAK”" ont un phénotype grave puisque la plupart
meurent a I’Age embryonnaire en raison d’une accumulation excessive de cellules. Les souris
qui survivent (<10%) souffrent de plusieurs anomalies telles que la splénomégalie, la
lymphadénopathie et des palmures. En revanche, les souris déficientes en Bak ou Bax ont un
phénotype moins grave. Les souris déficientes en Bax souffrent d’hyperplasie des
lymphocytes T et B et d’anomalies dans le systéme de reproduction méle et femelle alors que
les souris déficiente en Bak ne montrent aucun défaut de développement ou d’homéostasie.
La répression des deux alleles a démontré en effet que les protéines Bax et Bak sont

redondantes dans la mort par apoptose (Chipuk et al., 2010).

La délétion génétique des BH3-only révele qu’ils présentent a la fois une spécificité tissulaire
et de réponse vis-a-vis de certains stimuli (Chipuk et al., 2010). Les souris BID”" souffrent de
lésions au niveau du foie malgré leur développement normal. Les souris BIM” ont des
hyperplasies lymphoides et myéloides comme [Datteste les splénomégalies et les
lymphadénopathies dont elles souffrent. De plus, les cellules lymphoides de ces souris sont
résistantes a la privation en cytokines. La notion que les BH3-only présentent une activité
tissu spécifique a été démontrée avec la délétion de Puma. En effet, chez les souris déficientes
en Puma, les cellules hématopoiétiques et gastro-intestinales sont remarquablement résistantes

a I’apoptose induite par I’irradiation (Chipuk et al., 2010).
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La combinaison de la délétion bi- ou unilatérale de (BIM” ou *) avec la délétion BCL2™"
permet de corriger I’hypopigmentation chez les souris et de restaurer la fonction rénale altérée
par la suppression de Bcl-2, ce qui illustre I’équilibre entre les membres de cette famille pour
assurer 1’homéostasie tissulaire. En revanche, le remplacement de Bim par d’autres BH3-only
tel que Bad et Noxa n’a pas abouti au méme résultat, illustrant la différence dans les roles de

ces protéines activatrices ou sensibilisatrices (Mérino et al., 2009).
11.7.2. Régulation de la morphologie mitochondriale

La morphologie de la mitochondrie varie en fonction des exigences environnementales et de
la différenciation cellulaire. Les mitochondries forment un réseau tres dynamique qui permet
de recycler (fusion-fission) ou de dégrader les mitochondries endommageées (mitophagie). La
fission est un processus dynamique qui permet de diminuer le potentiel membranaire, la
consommation d’oxygene et la production d’ATP. Elle est contrdlée par les protéines DRP1
cytosoliques, et par les protéines Fis et Mff insérées dans la membrane externe de la
mitochondrie. La fusion (processus inverse de la fission) est régulée par les mitofusines 1 et 2
(MFN1/2) localisées dans la membrane externe de la mitochondrie et OPA1 qui est associé a
la membrane interne de la mitochondrie (Chipuk et al., 2010). La fragmentation de la
mitochondrie est une constante de 1’apoptose ce qui suggere I’implication de la famille Bcl-2
dans le processus de dynamique mitochondriale (Autret and Martin, 2009). Il a été démontré
que la délétion de BAX et BAK réduit la fusion mitochondriale. Cependant le mécanisme exact
par lequel cette dynamique est influencée par ces protéines n’est pas encore bien ¢lucidé. Un
modele a été proposé, qui décrit que DRP1 et Bax passent du cytoplasme a la mitochondrie et
que la co-localisation de de ces deux protéines au niveau de la mitochondrie bloque la fusion
mitochondriale en faveur de la fission. L’expression ectopique de Bcl-xi, qui interagit
directement avec la protéine MFNL1 et 2, favorise la fusion mitochondriale. Bak est également
capable d’interagir avec MNF2 et de favoriser la fusion mitochondriale. Cependant,
I’expression de Bax et Bak et leur interaction avec Bcl-xL inhibe la fusion mitochondriale sans
induire de fission (Sheridan et al., 2008). Cette observation permet de conclure que le

dynamisme mitochondriale est dépendant du statut d’activation de Bak et Bax.

La formation des crétes mitochondriales est contrdlée par les différentes variantes de la
protéine OPA qui s’oligomérisent pour maintenir cette ramification. Il a été observé que le
désassemblage des composantes OPA par les BH3-only tels que Bid et Bim, par un

mécanisme qui n’est pas encore établi, altére la morphologie mitochondriale.
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11.7.3. Régulation du métabolisme au niveau de la membrane

mitochondriale interne

Il a été démontré que les protéines anti-apoptotique Bcl-2, Bel-xL et Mcl-1 sont impliquées
dans la régulation du metabolisme mitochondriale. Les protéines Bcl-2 et Bcl-x., localisées au
niveau de la membrane interne de la mitochondrie, favorisent la régulation de la chaine
respiratoire, la synthése d’ATP et le maintien du potentiel membranaire mitochondrial.
Certaines études ont démontré que la protéine Bcl-2 est localisée au niveau de membrane
interne de la mitochondrie et se trouve liée au cytochrome ¢ oxydase (COX) et a la
Cyclophiline D (Chen and Pervaiz, 2010). Bcl-xL est aussi situé au niveau de la membrane
interne de la mitochondrie ou il interagit avec I’ATP synthase F1F0, jouant ainsi un role
important dans le maintien du potentiel membranaire et la production d’ATP (Alavian et al.,
2011). En effet, la surexpression de Bcl-x. dans les neurones augmente le niveau d’ATP
cytoplasmique. En revanche, son inhibition avec des molécules pharmacologique conduit a sa

diminution.

Mcl-1 peut aussi étre localisée au niveau de la membrane interne de la mitochondrie et
participer ainsi a la régulation du métabolisme mitochondriale (Perciavalle et al., 2012). Sa
translocation a cet endroit nécessite un double clivage protéolytique par lequel elle perd sa
fonction anti-apoptotique. Une fois au niveau du compartiment interne de la mitochondrie,
Mcl-1 est impliquée dans I’organisation des crétes, le maintien du réseau tubaire
mitochondriale, 1’activité enzymatique du complexe I (NADH déshydrogénase), du complexe
Il (succinate deshydrogénase) et du complexe Il (COX) mais également dans la formation

des super-complexes respiratoires F1FO0 et la production de I’ATP (Perciavalle et al., 2012).

11.7.3. Régulation du métabolisme glucidique et lipidique

Les BH3-only sont également impliqués dans la régulation du métabolisme cellulaire. En
effet, Bad et Noxa favorisent la consommation du glucose et régulent son turnover via la voie
du pentose phosphate plutét que la voie de la glycolyse (Giménez-Cassina and Danial, 2015).
BNIP3 régule quant a lui le métabolisme lipidique via 1’augmentation de 1’oxydation des
acides gras et ’inhibition de la synthése des lipides. En effet, la suppression de BNIP3

provoque une augmentation de la synthese des lipides au niveau du foie et une diminution de
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I’oxydation des acides gras (Glick et al., 2012). La protéine Bid est également connue pour
son rble dans le métabolisme lipidique. En effet, la forme tronquée de Bid (t-Bid) inhibe
I’oxydation des acides gras via I’inhibition de la carnitine palmitoyl-transferase-1 (CPT-1)
(Giordano et al., 2005) .

I1.7.4. Régulation de ’autophagie

L’autophagie est un processus cellulaire qui tend a mobiliser les métabolites et 1’énergie pour
la survie, tel que présenté plus haut. La protéine BH3-only Becline-1 en est 1'un des
régulateurs principaux. Cette protéine a initialement été considérée comme un partenaire des
protéines anti-apoptotiques suggérant que 1’autophagie et 1’apoptose sont deux mécanismes
tres lies (Maiuri et al., 2007) .

Becline-1 posséde un domaine BH3 par lequel il interagit en effet avec Bcl-2 et Bcl-xL.
L’inhibition de cette interaction par des modifications post-traductionnelles (phosphorylation
de la poche hydrophobe ou le domaine BH3), par des mutations touchant les résidus clés de
I’interaction ou par la liaison d’un BH3-only sensibilisateur tel que BNIP3, favorise le

déplacement de Becline-1 et I’induction de I’autophagie (Maiuri et al., 2007).

I1.8. Altération des voies de I’apoptose dans les cancers

La dérégulation des voies de I’apoptose est un point trés important dans le développement et
la progression des cancers. Dans le but d’échapper a ce type de mort, les cellules cancéreuses
développent divers mécanismes moléculaires qui peuvent étre subdivisés en 2 types: les
mécanismes préventifs de la perméabilisation de la membrane mitochondriale et les
mécanismes d’inhibition de la fonction des caspases en aval de la dépolarisation

mitochondriale.

11.8.1. Meécanisme de prévention de la perméabilisation

mitochondriale :

Comme détaillé plus haut, I’intégrité de la mitochondrie est maintenue par un ensemble
d’éléments parmi lesquels figurent les protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2. Dans
les cancers, les protéines anti-apoptotiques sont surexprimées, empéchant la permeabilisation
de la membrane externe de la mitochondrie en réponse au stress. Le déséquilibre moléculaire

de la famille Bcl-2 au profit des anti-apoptotiques Bcl-2, Bel-x. et Mcl-1 est une altération qui
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apparait dans plus de la moitié des cancers, favorisant la progression des tumeurs et la
résistance aux signaux de mort incluant les agents cytotoxiques a visée thérapeutique. Il a
¢galement été démontré que 1’inhibition de I’activité de Bax et Bak ou la perte des BH3-only
tels que Noxa, Puma et Bim suite a des mutation ou altérations épigénétiques constituent des
facteurs responsables de la résistance au traitement dans plusieurs types de cellules
cancéreuses (Lindsten et al., 2000). D’autres altérations, telles que la perte de fonction du
géne suppresseur de tumeur TP53, permettent aux cellules cancéreuses d’empécher
I’induction de 1’apoptose. Cette altération est tres répandue dans différents types de tumeurs.
C’est notamment le cas dans les cancers de 1’ovaire séreux de haut grade parmi lesquels 96%
des cas présentent une altération de TP53. Elle offre aux cellules cancéreuses 1’opportunité de
résister aux dommages a I’ADN qui surviennent suite a la chimiothérapie conventionnelle.
TP53 est aussi responsable de la régulation transcriptionnelle de 1’expression des BH3-only
Puma et Noxa, de I’inhibition de I’expression de Bcl-2, ou encore de 1’activation des

effecteurs Bax et Bak (Goldar et al, 2015).

I1.8.2. Mécanismes de résistance a I’apoptose situés en aval de la

perméabilisation mitochondriale

IIs consistent en ’inhibition de I’activité des caspases. Il a été admis que la perte du potentiel
mitochondrial est un point de non-retour qui aboutit a 1’induction de la mort par apoptose.
Cependant, sous certaines conditions, les cellules cancéreuses peuvent survivre apres la
perméabilisation mitochondriale. Cela a été décrit dans certaines cellules neuronales qui
subsistent méme apreés la perméabilisation de la mitochondrie (Martinou, 1999). L’inhibition
de la fonction des caspases implique entre autre 1’inhibition de la formation de 1’apoptosome
par des altérations épigéenétiques, la phosphorylation de la protéine APAF-1, ou la dégradation
du cytochrome c cytosolique aprés ubiquitination (Gama et al., 2014). L’inhibition des
caspases est aussi assurée par certaines protéines de la famille des IAP (Inhibitors of
Apoptosis Proteins). Les protéines inhibitrices de I’apoptose (IAP), sont des protéines issues
d’une famille trés conservée dans I’évolution et sont aujourd’hui au nombre de 8 (NAIP,
clAP1, clAP2, XIAP, Apollon, ML-IAP, ILP2, Survivine). La famille des IAP est définie par
la présence, a I’extrémité aminoterminale des protéines, d’au moins une copie d’un domaine
conservé d’interaction protéine-protéine nommé BIR (baculoviral IAP repeat) d’environ 70
acides aminés (Budhidarmo et Day, 2015). BIR2 et 3 de X-IAP jouent un role trés important

dans I’interaction avec les caspases 3, 7 et 9 bloquant ainsi leur action (Deveraux et al., 1997).
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Certains de ces inhibiteurs de caspases possedent en plus de leur domaine BIR un domaine
RING (Really Interstion New Gene) situé a leur extrémité C-terminale qui leur confére une
activité E3-Ligase conduisant a ’ubiquitination de leurs partenaires tels que les caspases et

leur degradation par le protéasome (Dubrez et al., 2013).

La sur-expression des AP a été reportée dans plusieurs cancers dont les cancers du sein et de
I’ovaire. Cette surexpression peut étre due a I’oncogéne Ras et E6. La dérégulation dans
I’expression des IAP conduit a une baisse importante dans le niveau d’expression de la
caspase 3 et une résistance a I’apoptose. La restauration du niveau basal de la caspase-3 dans
les cellules telles que les cellules cancéreuses du sein MFC7, les sensibilisent a la
chimiothérapie ce qui prouve I’importance du ratio Caspase3/IAP dans la réponse au
traitement. En plus de leur action inhibitrice sur les caspases, ClIAP 1 et 2 sont capables
d’induire la prolifération cellulaire en stimulant activation de c-Myc et des cyclines A et E, et
peuvent favoriser ainsi I’expression du facteur E2F et la répression de Madl permettant la

progression dans le cycle cellulaire (Xu et al., 2007).

L’activité de XIAP est modulée par les protéines SMAC/Diablo libérées de la mitochondrie
au moment de I’induction de 1’apoptose en méme temps que le cytochrome c. Ces protéines
sont capables de se lier au domaine BIR2 et 3 de XIAP ou c-IAP1 et 2 par leur motif
tétrapeptide AVPI (Alanine-Valine-Proline-Isoleucine) pour inhiber leur activité et lever ainsi
I’inhibition des caspase et I’induction de I’apoptose (Liu et al., 2000). Cependant, la
surexpression des IAP représente un véritable frein a ’activité des Smac/DIABLO et conduit
a la résistance a D’apoptose dans plusieurs cancers. Ainsi, il a été démontré que la

surexpression de la survivine induit une résistance a I’ABT-263 dans les cancers du sein.

11.9. Famille Bcl-2 et cancers : notion de “ Prime to death ”

La famille Bcl-2 est au sommet de la voie la plus altérée dans les cancers, I’apoptose. La
dérégulation de cette famille est clairement reliée a 1’apparition de cancers. L’étude menée par
I’équipe de Beroukhim en 2010 dans laquelle un panel de plus de 3000 échantillons de
tumeurs appartenant a 26 types histologiques différents ont été analysés pour leurs altérations
moléculaires a permis de mettre en évidence environ 158 altérations somatiques. Parmi ces

altérations, les amplifications des génes BCL2L1 (Bcl-x.) et MCL1 apparaissent trés
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fréquemment et suggerent que les protéines encodées sont cruciales pour la survie des cellules

cancéreuses (Beroukhim et al., 2010).

La protéine Bcl-x_ est fortement exprimée dans plusieurs cancers et cette expression est
corrélée une résistance a 122 agents de chimiothérapie (Amundson, 2000). Elle est exprimée
dans les cancers hématologiques (myélome multiple au stade avancé et récidivant) et solides
comme dans les glioblastomes (Nagane et al., 1998), et dans les cancers de la prostate
hormono-indépendants (Castilla et al., 2006). L’extinction de I’expression de Bel-x par les
petits ARNs interférents ou de son activité par 1’utilisation de BH3-mimétiques tels que
I’ABT-737 ou ’ABT-263 augmente I’apoptose induite par la chimiothérapie conventionnelle
(Brotin et al., 2010 ; Dodier and Piché, 2006).

La surexpression de Mcl-1 a été observée dans plusieurs cancers solides, tels que le cancer du
sein (Ding et al., 2007), de la prostate (Krajewska et al., 1996), des poumons (Song et al.,
2005), et de I’ovaire (Shigemasa et al., 2002). Mcl-1 est également surexprimé dans les
cancers hématologiques tels que les myélomes (Derenne et al., 2002) et les diverses
leucémies (Andersen et al., 2005). Sa surexpression a été décrite comme un mécanisme de
résistance a la chimiothérapie et est fréquemment associée a un mauvais pronostic. La
déplétion de Mcl-1 par utilisation de siRNA ou des miRNA (Osaki et al., 2016 ; Cheng et al.,
2016 ; Rao et al., 2013) conduit a la sensibilisation des cellules cancéreuses a la
chimiothérapie. Inversement, la stabilisation de la protéine Mcl-1 par la deubiquitinase
USP9X favorise la survie des cellules cancéreuses du lymphome folliculaire humain et de
lymphome diffus a cellules B et provoque la résistante a I’ABT-737, un BH3-mimétique
inhibiteur pharmacologique de Bcl-2/Bcl-xL (Schwickart et al., 2010). Dans les cancers
ovariens, notre équipe a également montré que le niveau de son expression était corrélé a la
réponse a ce BH3-mimétique dans des échantillons de tumeurs ovariennes humaines exposés

ex vivo (Lheureux et al., 2015).

Ainsi, la surexpression de Bcl-x. et Mcl-1 dans les cellules cancéreuses permet
I’échappement a 1’apoptose. Cependant, cette caractéristique des cellules cancéreuses,
fortement associée a la résistance aux traitements conventionnels, pourrait aussi représenter
une opportunité thérapeutique exceptionnelle. En effet, le stress subi par les cellules
cancéreuses li¢ aux nombreuses altérations moléculaires qu’elles présentent est susceptible de
constituer un signal apoptotique majeur conduisant a 1’activation des protéines BH3-only

activatrices et des effecteurs Bax et Bak. La surexpression des protéines anti-apoptotiques
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telles que Bcl-2, Bcl-x. et Mcl-1 est donc un élément indispensable pour bloquer ce signal de
mort, la survie de ces cellules devenant donc littéralement dépendante de la présence de ces
protéines. Leur expression constitue donc un élément déterminant de la résistance a
I’apoptose, mais constitue en méme temps un point de fragilité remarquable puisque la simple
inhibition de leur expression ou de leur activité est susceptible de provoquer la libération des
protéines qu’elles séquestrent (BH3-only activateurs ou multi-domaines effecteurs) et de
conduire de ce fait a la mort cellulaire par apoptose. Ce phénomene est appelé « priming », la
cellule cancéreuse étant dite « préparée a la mort » (primed to death) (Figure 46) (Certo et al.,
2006).

Les diverses stratégies en cours d’évaluation visant a inhiber [’expression des anti-
apoptotiques, I’induction des BH3-only activateurs ou I’utilisation de molécules BH3-
mimétiques capables d’inhiber I’activité des protéines anti-apoptotiques sont basées sur
I’utilisation de ce point de fragilité des cellules cancéreuses, et leur mise en ceuvre devrait
permettre d’induire la mort par apoptose des cellules cancéreuses sans provoquer le moindre

effet sur les cellules normales puisqu’elle ne sont pas « préparées a la mort » (Figure 46).

11.10. Bcl-x. et Mcl-1: un verrou moléculaire dans les

cancers de Povaire

Les protéines Bcl-x. et Mcl-1 sont fortement exprimées dans les cancers de I’ovaire et ont été
associées a la chimiorésistance et a un mauvais pronostic (Marone et al., 1998 ; Liu et al.,
1998 ; Shigemasa et al., 2002). Notre équipe a évalué I’inhibition deux a deux des différentes
protéines anti-apoptotiques en utilisant des sSiRNA spécifiques. Cette expérience a permis de
montrer que la sensibilisation des cellules cancéreuses ovariennes survient uniguement
lorsque le couple Bcl-x./Mcl-1 est inhibé, et cela en absence de toute chimiothérapie (Brotin
et al., 2010). Ainsi, les protéines Bcl-x. et Mcl-1 forment un «verrou moléculaire»

indispensable pour protéger les cellules cancéreuses ovariennes contre I’apoptose. Les cellules
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Figure 46 : Le modele « Prime to death ».

Dans les cellules saines (panneau supérieur), la mitochondrie contient peu de protéines BH3-only et assez de
protéines anti-apoptotiques pour les neutraliser en réponse a la chimiothérapie ou aux molécules BH3-
mimétiques, empéchant ainsi la perméabilisation mitochondriale. En revanche, dans les cellules « primed to
death », le stress oncogénique augmente 1’expression des BH3-only qui sont piégés par les anti-apoptotiques au
niveau de la membrane mitochondriale. L’exposition de ces cellules a un stress additionnel tel que la
chimiothérapie qui augmente les BH3-only activateurs ou le traitement avec les BH3-mimétiques qui vont
directement occuper la poche hydrophobe des anti-apoptotiques, résulte dans un excés de BH3-activateurs qui
cause ’activation de Bax et Bak, la perméabilisation de la membrane mitochondriale et 1I’induction de I’apoptose
(Lopez and Tait, 2015).

cancéreuses ovariennes sont donc «primed to death » par leur dépendance a ces deux
protéines. Cette dépendance a également été montrée en combinant le cisplatine avec les
petites molécules BH3-mimétique tel que HA14-1 et ’ABT-737 (Simonin et al., 2009 ;
Simonin et al., 2013). Le cisplatine cible indirectement Mcl-1 (inhibition de son expression et
augmentation des BH3-only) alors que les BH3-mimétique HA14-1 et ABT-737 inhibent Bcl-

XL en interagissant directement avec sa poche hydrophobe.

Le niveau d’expression de ces protéines dans les cellules cancéreuses ovariennes est trés

variable. Bcl-x_ est aussi bien exprimé dans les cellules constituant la tumeur solide
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(Krajewska et al., 1996) que dans I’ascite de patientes (Liu et al., 1998). Néanmoins, le niveau
d’expression de Bcl-XL ne semble pas étre 1i¢ a ’acquisition de résistance. En effet, dans notre
unité, la comparaison du niveau d’expression de Bcl-x. dans les cellules de carcinome
ovariens sensibles au cisplatine (IGROV1, OAW42) vs résistantes (SKOV-3, IGROV1-R10)
montre une expression équivalente (Villedieu et al., 2007). L’expression de la protéine Mcl-1
est, en revanche, assez différente. Elle est trés fortement exprimée dans les tissus cancéreux
par rapport aux tissus normaux. Son expression est augmentée dans 85% des cancers, corrélée
avec le stade avancé de la maladie et souvent associée au mauvais pronostic (Goncharenko-
Khaider et al., 2012). La surexpression de Mcl-1 est impliquée dans le développement de
chimiorésistance en réponse a plusieurs médicament tel que le paclitaxel, vincristine ou la
gemcitabine (Wertz et al., 2011). Mcl-1 est aussi un élément redoutable de résistance aux
différentes molécules de thérapies ciblées telles que les inhibiteur BH3-mimétic de Bcl-x. et
de Bcl-2 (ABT-737, ABT-263 ou ABT-199) qui sont développés dans le chapitre suivant.
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Partie 111 : Modulation de I’expression
et de I’activité de la famille Bcl-2

122



123



I11.1. Modulation par transfert de nucléotides

I11.1.1. Oligonucléotides anti-sens

Les oligonucléotides anti-sens (OAS) sont des petites molécules d’ADN simple brin
d’environ 20 nucléotides dont le rdle principal est de se fixer a I’ARN messager cible pour en
empécher la traduction (Jansen and Zangemeister-Wittke, 2002). Ces petits brins d’ADN
pénetrent dans la cellule par endocytose. Une fois dans la cellule, les OAS se lient a leur
ARNmM et forment un duplexe ARNmM/ADN par complémentarité. Ce complexe est alors
reconnu par la RNase H, conduisant a la dégradation de I’ARNm ciblé (Figure 47) (Jansen
and Zangemeister-Wittke, 2002). Les OAS peuvent également agir par d’autres mécanismes
pour inhiber I’expression de leurs cibles, tels que I’inhibition de la transcription de I’ARNm,

de son épissage ou de sa traduction en protéine.

A. Inhibition de la transcription des
ARNm
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Figure 47 : Mécanisme d’inhibition de ’expression de ’ARNm par les OAS (D’aprés Kole et et al, 2012).

Les stratégies utilisant les OAS mono ou bispécifiques de Bcl-2, Bcl-x. (Jansen and
Zangemeister-Wittke, 2002 ; Olie et al., 2002) et Mcl-1 (Thallinger et al., 2004) ont demontre
des résultats in vivo prometteurs dans la restauration de 1’apoptose et la re-sensibilisation a la
chimiothérapie. En effet, le traitement par voie systémique des xénogreffes de mélanome avec
des OAS en agent seul ou combiné avec la chimiothérapie conventionnelle telle que le
dacarbazine a permis de réduire significativement I’expression de Mcl-1 dans ces tumeurs et

de les la re-sensibiliser a la chimiothérapie (Thallinger et al., 2004). La contrainte de ce genre
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de thérapie est due aux propriétés pharmacologiques peu favorables des OAS et a leur grande
instabilité intracellulaire. Cependant, divers travaux ont été menés pour apporter des
modifications chimiques, principalement au niveau du squelette nucléotidique, afin de
favoriser leur stabilit¢ et leur affinité pour leurs cibles. Par exemple, I’introduction d’une
liaison phosphorothioate inter-nucléotides suivie de modifications des nucléotides par apport
de groupements 2-O-méthyle au niveau des extrémités 3 et 5’ protégent les OAS de la
dégradation par les nucléases et améliorent leur stabilité intracellulaire. Ainsi est synthétisé le
Fomivirsen en 1998, un médicament pour la rétinite induite par le cytomégalovirus chez les
personnes immunodéprimées atteintes du SIDA. Ce médicament est injecté en intraoculaire et
a démontré des résultats trés prometteurs qui lui ont permis d’étre commercialisé. Cependant,
différentes toxicités sont lies a ces modifications chimiques telles qu’une augmentation de la
coagulation, un effet pro-inflammatoire ainsi que 1’activation d’une réponse immunitaire

(Kole et al., 2012).

Dans le domaine de ’oncologie, certains composés sont actuellement en essais cliniques.
Cependant, les premiers résultats ne sont pas trés encourageants. Parmi ces composés,
I’Oblimersen est un OAS qui cible I’ARNm de la protéine Bcl-2. Ce compose a eté développé
par Genta comme un potentiel médicament anticancéreux. Cette molécule a extensivement été
testée en clinique depuis 1999 sans succes. Parmi ces essais, 1’étude clinique « AGENDA »
portant sur ’effet de I’Oblimersen (G3139) en agent seul ou en association avec la
Dacarbazine pour le traitement des patients atteints de mélanome au stade avancé n’a pas
démontré d’amélioration dans la survie de ces patients et n’a pas amélioré leur réponse au
Dacarbazine (Bedikian et al., 2014). De plus, cette étude a également révelé de graves effets
secondaires sous forme de toxicité hématologique de type thrombocytopénie et neutropénie
chez les patients traités par cette association. Ces toxicités ne semblent pas avoir de lien avec
I’inhibition des cibles car les thrombocytes sont plutdt dépendants de Bel-x. que de Bcel-2 (Qi
and Hardwick, 2007). L’intérét de I’utilisation des OAS en clinique n’a donc pas été trés

convaincant.
111.1.2. ARN interférences

Une autre stratégie permettant la dégradation d’'un ARNm cible spécifique consiste a utiliser
des petits ARNs interférents (ARNi) non codant composés de 21 a 22 paires de bases. Leur
réle principal est de participer a la régulation génique, au contréle du métabolisme cellulaire,

au maintien de I’intégrité du génome et a la défense vis-a-vis des eléments étrangers tels que
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les virus. Il existe deux grandes classes d’ARN interférents sur lesquelles je vais me focaliser:
les sSIARN (small interferent RNA) et les miIARN (micro-RNA). Il existe d’autres catégories
d’ARN interférents tels que les sShARN (short hairpin RNA), pi-ARN, Exo-siARN.

Les siARN sont des petits ARN issus de longs ARN doubles brins transformés par I’ARNase
de type Il Dicer. Une fois formes, les siARN assurent la dégradation des transcrit dont ils
sont complémentaires. Ce mécanisme de formation des siARN intervient dans le processus
physiologique de défense contre les virus. Dans le laboratoire, les SiARN synthétiques sont
directement introduits dans la cellule par un véhicule afin d’assurer I’inhibition de
I’expression d’un ARN messager cible. Ils sont caractérisés par une grande spécificité, une

bonne efficacité dans la dégradation des ARNm des cellules en culture.

Les miARN sont des ARNs issus de transcrits endogenes comportant une structure tige-
boucle ou épingle a cheveux appelés ARN primaire ou pri-miARN. Le pri-miARN est ensuite
maturé en miARN par deux clivages séquentiels réalisés par des ARNases de type Ill. Le
premier clivage est assuré par la protéine nucléaire Dorsha qui génere le pré-miARN alors que

le second est réalisé par Dicer.

Le petit ARN double brin (siARN ou miARN) ainsi formé est ensuite incorporé dans le
complexe RISC (RNA-inducing silencing complex). Cette incorporation est réalisée par la
protéine Dicer et ses partenaires: TRBP (TAR RNA binding protein) et PACT (PKA
activating protéin), le tout formant le complexe RLC (RISC-loading complex) (Figure 48). Le
petit ARN est ensuite transféré de RLC vers la protéine Ago pour constituer le pré-RISC.
Dans cette étape les deux brins du petit ARN sont alors déroulés et séparés en un brin sens
« guide » et un brin antisens « passager ». Le brin guide est pris en charge par la protéine Ago
pour former le complexe RISC fonctionnel ou mature capable de reconnaitre I’ARNm par
complémentarité de base. Alors que le brin passager, non actif est clivé par Ago et dégradé

par la suite (de Fougerolles et al., 2007).

Les petits ARN sont des outils expérimentaux essentiels dans les études de la fonction et de
I’implication d’une protéine dans un processus pathologique ou en réponse au traitement
(Kole et al., 2012). Par exemple, la répression de I’expression de Bcl-x. et Mcl-1 en utilisant
des siARN a permis a notre equipe de mettre en evidence la dépendance des cellules
cancéreuses ovariennes a ces deux protéines et suggérer la pertinence de les cibler
concomitamment pour sensibiliser ces cellules & I’apoptose (Brotin et al., 2010). Notre équipe

a également demontré que le miARN491-5p induit une apoptose massive dans les cellules
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cancéreuses ovariennes en inhibant I’expression de Bel-x. et du récepteur EGFR. L’inhibition
de I’expression de ce dernier conduit a I’inhibition des voies AKT et MAPK, permettant ainsi
I’induction de Bim (Denoyelle et al., 2014). Par ailleurs, 1I’expression des mi-ARN est souvent
associee a des maladies cancéreuses telles que le cancer des poumons, du sein et certaines

leucemies. lls peuvent étre utilisés comme marqueur pronostic, de diagnostic et constituer de
nouvelles cibles thérapeutiques

s [

Pri-miRMA Pre-miRMNA

MNucleus

i . cls RN A Cytoplasm W Pre-miRNA
Gicerf Okl
Dicer processing
and RISC loading
GicenlG
siRNA i A >
] £
Z RISC passenger-strand a
‘E‘g'_ l cleavage (siRNA) or 1 3
}-:g unwinding (miRMNA) =
1 RISC activation 1
F& Translational @
AGOD reprassion @c02
MRMNA T mRNA
AAAR AAAA
mRMNA mRNA l
cleavage degradation
- LETT = P_l}ody

Figure 48 : Mécanisme d’action des ARNs interférents dans les cellules mammiféres.

La voie des ARN interférents est orchestrée par des petits ARNs impliquant les petits ARN interférents (SIRNA)
et les micro-ARNs (miRNA) (d’aprés de Fougerolles et al., 2007).
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En depit de leur efficacité in vitro et dans quelques essais cliniques menés dans certaines
pathologies, 1’avenir thérapeutique de ces petits ARNs est pour I’instant tres incertain,
notamment du fait leur instabilité systémique, de leur faible pénétration cellulaire, de leur
biodisponibilité hétérogene et de leur immunogeénicité. Pour leur utilisation clinique, ces outils
nécessitent une vectorisation efficace qui n’est actuellement pas encore adaptée a I’oncologie,
laissant la communauté scientifique et médicale trés prudente quant au potentiel thérapeutique
de ces outils (Kole et al., 2012).

111.2. Modulation par les voies de signalisation

Les voies de signalisation sont impliquées dans de nombreux processus cellulaires qui dictent
le devenir de la cellule. Les voies PISBK/AKT/mTOR et MAPK/ERK, interagissent entre elles
et jouent un réle essentiel dans la cellule pour la promotion de la survie et de la prolifération
notamment via la régulation de I’expression ou de ’activité des protéines de la famille Bcl-2
(Figure 49).
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Figure 49 : Exemples d’interactions permettant a la voie MAPK/ERK de réguler la voie PI3K/Akt/mTOR.
Les traits bleus correspondent aux interactions qui permettent d’induire la voie PI3K/Akt/mTOR et les traits
rouges correspondent aux interactions qui 1’inhibent.
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Elles sont dérégulées dans plus de la moitié des cancers ovariens séreux de haut grade.
L’inhibition de ces voies de signalisation semble donc étre une approche pertinente pour
inhiber I’expression ou 1’activité de ces protéines et décider ainsi du devenir de la cellule.
(Gruosso et al.,, 2015), d’autant qu’un nombre important d’inhibiteurs de ces voies sont

actuellement en développement clinique.

111.2.1 Impact de la voie PI3K/AKT/mTOR sur I’expression de la

famille Bcl-2

La voie PIBK/AKT/mTOR est impliquée dans plusieurs processus cellulaires tels que la
prolifération, la survie, le métabolisme, la migration, 1’angiogenése, la chimiorésistance et
I’instabilité génomique (Mabuchi et al., 2015). Cette voie est activée par les récepteurs
tyrosine kinase stimulés par les facteurs de croissance et les cytokines. Elle fait intervenir trois
protéines principales qui sont activées dans I’ordre chronologique suivant; la PI3K
(Phosphoinositide-3-Kinase), la protéine AKT (appelée aussi Protéines Kinase B (PKB)) et la
protéine mTOR (mammalian Target Of Rapamycine). Ces protéines sont dotées d’une activité
kinase qui permet d’apporter a leurs cibles une phosphorylation de type activatrice ou

inhibitrice en fonction du contexte cellulaire).

En réponse aux signaux extracellulaires, la protéine PI3K est activée permettant la
phosphorylation du phosphatidylinositol 4, 5-biphosphate (PIP2) et génére le
phosphatidylinositol 3, 4, 5-triphosphate (PIP3) (Thorpe et al., 2015), conduisant au
recrutement et a la phosphorylation d’AKT. Cette derniere est la cible de plusieurs régulations
et est responsable de I’inhibition de la kinase glycogéne synthase-3 (GSK-3) empéchant
I’ubiquitination et la dégradation de Mcl-1 et de I’inhibition des facteurs de transcription tels
que p53 et Foxo-3a entrainant la répression de I’expression des protéines pro-apoptotiques
BH3-only Bim, Noxa et Puma (Laplante and Sabatini, 2012 ; Manning and Cantley, 2007).
Elle est aussi capable d’activer CREB (c-AMP response Element-binding protein) qui
favorise la transcription de Mcl-1. AKT active mTOR de maniére directe ou indirecte en
passant par I’inhibition du complexe TSC1/2 (Laplante and Sabatini, 2012). L’activation de
m-TORCL1 conduit a la phosphorylation activatrice du facteur de la traduction S6K-1 (S6
Kinase-1 appelé aussi P70S6K) et a la phosphorylation inactivatrice du facteur de répression
de la traduction 4EBP-1 (4E Binding Protein-1) responsable de I’induction de la synthese de
la proteine Mcl-1 (Figure 50) (Jin et al., 2012 ; Coloff et al., 2011 ; Hsieh et al., 2010).
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La voie PI3K/AKT/mTOR a fait I’objet du développement de plusieurs inhibiteurs
pharmacologique afin de cibler les altérations responsables de 1’apparition des maladies
cancéreuses. L’inhibition de cette voie consiste en I’inhibition des 3 principaux facteurs a
savoir PI3K, AKT et mTOR (Figure 50). La protéine PI3K est ainsi inhibée par les molécules
suivantes : BKM120, GDC-0941, BAY80-6948 et PX-866. Ces inhibiteurs agissent sur toutes
les isoformes de la PI3K sauvage ou porteuses de mutations (Dienstmann et al., 2014).
D’autres inhibiteurs sont plus spécifiques aux différents isoformes des protéines PI3K. Par
exemple, I’AZD8186 et le GSK263601 ciblent spécifiquement la sous-unit¢é pl10a,
fréqguemment altérée dans les cancers. Ces derniers sont en essai clinique de phase | et Il pour
le traitement des cancers solides déficients en PTEN (Thorpe et al., 2015). En raison de
I’implication de cette sous-unité dans le métabolisme, la majeure partie des toxicités liées a
cette inhibition est une hyperglycémie (LoRusso, 2016). D’autre part, il existe des inhibiteurs
qui sont spécifiques a la sous-unité p1105 tels que TGR-1202, AMG-319 et GS-1110
(idelalisib). Ce dernier est utilisé en clinique en monothérapie pour le traitement des cancers
de lymphome folliculaire ou en bithérapie avec le rituximab pour le traitement des leucémies
lymphoides chroniques. Cette sous-unité étant impliquée dans le systeme immunitaire, son

inhibition provoque une toxicité hématologique (Dienstmann et al., 2014).
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Figure 50 : Exemples de molécules ciblant des protéines de la voie PI3BK/Akt/mTOR.
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L’inhibition d’AKT constitue également une des stratégies de modulation des membres de la
famille Bcl-2. Parmi les inhibiteurs les plus connus, se trouvent le GSK2110183,
GSK2141795 et I’AZD-5363. Ces derniers ont démontré une activité antiproliferatives et anti-
tumorale sur plusieurs cancers de 1’ovaire in vivo (Altomare et al., 2010). lls sont également
en essai clinique en mono ou bithérapie avec d’autres molécules pour le traitement des
cancers de I’ovaire. AKT est également inhibé par MK-2206 qui ’empéche de phosphoryler
ses partenaires. Son efficacité antiproliférative a été établie sur plusieurs lignées cancéreuses,
notamment celles des cancers de 1’ovaire ou il sensibilise in vivo et in vitro a d’autres agents

dérivés du platine et de taxanes.

La voie PI3BK/AKT/mTOR peut également étre ciblée en aval via I’inhibition de la protéine
mTOR. Cette derniere est inactivée par I’utilisation d’inhibiteurs tels que la rapamycine et ses
dérivées, «les rapalogues », qui bloguent le site de fixation de Raptor et inhibent ainsi le
complexe mTORCL1 (Moshetta et al., 2014). Ces inhibiteurs ont une action cytostatique sur
plusieurs lignées cancéreuses dont celle des cancers de 1’ovaire et sensibilisent a la
chimiothérapie a base de platine (Mabuchi et al., 2015). Néanmoins, 1’expression de
MTORC?2 limite 1’efficacité de ces molécules. Pour y remédier, des inhibiteurs du site actif de
mTOR tel que les asTORis sont capable d’inhiber a la fois mMTORC1 et mTORC2 et montrent
une plus grande efficacité que les rapalogues (Laplante and Sabatini, 2012). Parmi ces
inhibiteurs, I’AZD5055 a exhibé un effet antiprolifératif sur les cellules de plusieurs types de
cancers et une activité anti-tumorale chez les souris porteuses de xénogreffes de cellules
tumorales issues des cancers solides ou hématologiques (Chresta et al., 2010 ; Willems et al.,
2012).

Par ailleurs, I’inactivation concomitante de PI3K et mTOR gréce a un inhibiteur agissant sur
les deux protéines, le NVP-BEZ235, permet d’inhiber de maniére plus efficace cette voie de
signalisation. Notre unité a démontré que cette molécule sensibilise les cellules cancéreuses
ovariennes chimiorésistantes a 1’apoptose induite par I’ABT-737 en inhibant I’expression de

Mcl-1 et induisant celle de Puma (Jebahi et al., 2014).
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1. 2.1. Impact de la voie MAPK/ERK sur I’expression de la

famille Bcl-2

La voie MAPK/ERK est aussi impliquee dans la régulation de la famille Bcl-2. L’activation
des récepteurs tyrosines kinases par différents stimuli extracellulaires conduit a une cascade
de phosphorylations activatrices aboutissant a ’activation de MEK1/2 qui phosphoryle et
active a son tour ERK1/2 (Fey et al., 2016). Une fois activée, ERK phosphoryle une variété de
substrats cytoplasmiques ou nucléaires. Ainsi, elle induit D’activation du facteur de
transcription Elk-1 (E26 transformation-specific-like transcription factor 1) qui, en étant
complexée avec la protéine SRF (Serum Response Factor), se lie au promoteur de Mcl-1 et
induit sa transcription (Craig, 2002). ERK favorise aussi la stabilitt de Mcl-1 en la
phosphorylant directement sur sa Thr® ou bien en inhibant son ubiquitination et sa
dégradation par GSK-3p. Elle contrdle egalement les protéines pro-apoptotiques BH3-only ;
par exemple, ERK est capable d’affecter directement Bim en le phosphorylant sur la
Ser®®,conduisant & son ubiquitination et & sa dégradation par le protéasome (Ewings et al.,
2007 ; Ewings et al., 2007b). ERK peut aussi agir sur les facteurs de transcription p53 et
Foxo-3a, réprimant ainsi la transcription de la majorité des BH3-only tels que Bim, Puma et
Noxa (Zhang et al., 2010 ; Yang et al., 2008).

La modulation des altérations de la voie MAPK/ERK est également effectuée a plusieurs
niveaux en utilisant un panel d’inhibiteurs (Figure 51). L’inhibition de la protéine MEK a été
assurée en utilisant des inhibiteurs tels que le Selumetinib et le Tramétinib. Ce dernier a été
approuvé par la FDA en 2013 et il a obtenu son autorisation de mise sur le marché en 2014
pour le traitement des mélanomes avec une mutation BRAF. Etant donné qu’ERK est le seul
substrat de MEK, ERK bénéficie de I’inhibition de MEK. Le Selumetinib présente une forte
activité antiproliférative dans le modéle des cancers de I’ovaire de haut grade (Gruosso et al.,
2015). 1l a montré un intérét dans le traitement des cancers de ’ovaire séreux de haut grade

arborant des mutations KRAS.

Notre unité a montré que I’inhibition des deux voies de signalisation PI3K/AKT/mTOR et
MAPK/ERK en utilisant la double combinaison AZD-8055/Tramétinib sensibilise les cellules
cancéreuses ovariennes chimiorésistantes a I’ABT-737. Cet effet est le résultat de la
diminution de I’expression de Mcl-1 et I’induction de la protéine BH3-only Bim non
phosphorylée (Pétigny-Lechartier et al., 2017)
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Figure 51 : Exemples de molécules ciblant les difféerents éléments de la voie MAPK/ERK

La stratégie visant a moduler les protéines de la famille Bcl-2 en ciblant les voies de
signalisation qui régulent leur expression, leur stabilité ou leur dégradation, est une stratégie
tres pertinente a utilisation clinique trés large. Cependant cette stratégie nécessite une
combinaison médicamenteuse afin de pouvoir inhiber les différentes voies responsables de
I’expression d’une seule protéine telle que Mcl-1. Par ailleurs la combinaison de plusieurs
médicaments est a 1’origine de toxicités cumulées ne pouvant pas étre tolérées pour les

patients.

133



II1.3. Inhibition pharmacologique directe de D’activité des
protéeines anti-apoptotiques par utilisation de molécules BH3-
mimétiques

111.3.1. Développement des BH3-mimétiques

En raison de I’importance des protéines anti-apoptotiques dans la progression et la résistance
des cancers, il est devenu urgent de développer des stratégies visant a moduler leur activité et
contrecarrer leur action anti-apoptotique. L’établissement de la structure du domaine BH3 et
de son profil d’interaction avec les protéines anti-apoptotiques a été le point de départ de la
conception de petites molécules dont I’activité est similaire a celle des BH3-only. Ces
molécules sont qualifiées de « BH3-mimétiques », leur action étant similaire a celle du
domaine BH3 : elles projettent des substitutions latérales qui miment les chaines latérales de
I’hélice a du domaine BH3 grace auxquelles elles occupent les poches hydrophobes des anti-
apoptotiques et inhibent leur activité (Figure 52). Deux catégories de BH3-mimétiques
peuvent étre distinguées : les peptides stabilisés issus des BH3-only ou les molécules
synthétiques. Les BH3-mimétiques sont incapables d’activer directement les effecteurs de
I’apoptose, leur role principal étant d’empécher la séquestration des protéines BH3-only
activatrices (Figure 52, modele 1) ou leurs partenaires effecteurs (Figure 52, modele 2) de la

poche hydrophobe des anti-apoptotiques (Dai et al., 2016).

Model 1 Model 2

Figure 52 Mode d’action des BH3-mimétique au niveau de la mitochondrie (Dai et al., 2016).
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L’idée de développer des BH3-mimétiques a été soutenue par la communauté scientifique
pour différentes raisons. En premier lieu, la modulation des anti-apoptotiques utilisant des
BH3-mimétiques semblerait plus efficace que la régulation en amont des voies de
signalisation qui sont fréquemment 1’objet d’altérations oncogéniques. En second lieu, le
domaine BH3 se lie a la poche hydrophobe des anti-apoptotiques avec une affinité suffisante
pour inhiber leur partenaire et rétablir ainsi I’apoptose (Baell and Huang, 2002). En troisieme
lieu, la taille d’un domaine BH3 est comprise entre 14-24 acides aminés, permettant ainsi des
études structurales afin d’identifier de nouvelles molécules. Par ailleurs, les cellules
cancéreuses expriment un fort niveau de certaines proteines anti-apoptotiques auxquelles elles
deviennent dépendantes. L’inhibition de ces protéines pro-survie par les BH3-mimétiques
permet de cibler spécifiquement les cellules cancéreuses « primed to death » parmi les autres
cellules, tel que présenté plus haut, et de limiter ainsi les effets « off-target » (Zhang et al.,
2007). Enfin, il est admis que le domaine BH3 manifeste une sélectivité différentielle dans
son interaction avec ses partenaires, ce qui suggére qu un BH3-mimétique pourrait étre congu
pour interagir avec un seul type de protéine a laquelle les cellules cancéreuses sont
dépendantes. Cette interaction spécifique et sélective limite ainsi la toxicité liée a 1’inhibition
d’autres protéines. L’équipe de Colman a défini quatre critéres pour qualifier une molécule de
BH3-mimétique. Cette derniére doit se prévaloir ; i) d’une activité biologique dépendante de
Bax et Bak, caractérisée par une inhibition de I’induction de 1’apoptose induite par la
molécule en absence de Bak et Bax, ii) d’une affinité d’interaction avec un ou plusieurs
partenaires anti-apoptotiques de 1’ordre du nanomolaire, iii) d’une cytotoxicité corrélée avec
le niveau d’expression de la protéine cible et enfin, iv) d’une toxicité liée aux protéines
inhibées apres administration de ces BH3-mimétiques au modéle animal telle qu’une
thrombocytopénie provoquée par I’inhibition de Bcl-x. (Qi and Hardwick, 2007) et une
lymphocytopénie induite par 1’inhibition de Bcl-2 (Veis et al., 1993). A I’heure actuelle,
aucun effet secondaire spécifique consécutif a I’inhibition de Mcl-1 n’a été identifié car aucun

inhibiteur pour cette protéine n’a franchi les essais cliniques (Lessene et al., 2008).
111.3.2. Les difféerentes catégories des BH3-mimétiques

111.3.2.1. Les peptides

Les études d’interaction protéine-protéine ont précédemment démontré qu’un petit fragment
du domaine BH3 des protéines pro-apoptotiques suffisait pour interagir avec la poche
hydrophobe des anti-apoptotiques (Sattler et al., 1997 ; Day et al., 2005), cette interaction
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étant similaire a celle réalisée par la protéine entiere (Sattler et al., 1997). Ainsi, 1’utilisation
de petits fragments peptidiques issus du domaine BH3 pour inhiber les partenaires anti-
apoptotiques constitue une stratégie intéressante. Ces peptides, non nécessairement
hydrophobes, sont capables d’interagir efficacement avec la poche de leur partenaire, en
profondeur ou superficiellement. Cependant, ils souffrent de plusieurs inconvénients
pharmacologiques : leur instabilité et leur difficulté & passer les membranes cellulaires
limitent leur utilisation. Pour remédier a ces obstacles, différentes stratégies ont été employees
pour améliorer leur affinité d’interaction (en stabilisant leur conformation hélicoidale et leur
stabilité vis-a-vis de la protéolyse). C’est dans ce but qu’ont été développés les peptides o /

et les peptides stabilises.

Ces peptides sont issus du domaine BH3 des pro-apoptotiques dans lesquels des acides f-
aminés sont incorporés (Johnson et al., 2012). Ces oligomeéres contiennent & la fois des résidus
d’acides o- et f-aminés. Le nombre de résidus B est suffisamment faible pour laisser le
peptide adopter une conformation en hélice a, mais suffisamment élevé pour interférer avec
I’activité des protéases (Peterson-Kaufman et al., 2015). La conformation hélicoidale de ces
peptides est maintenue par une conception de séquence de type aofacafp pour permettre leur
reconnaissance par leur cible. Cette approche a permis de générer des peptides a- de Bim et
de Puma (Boersma et al., 2012 ; Smith et al., 2013). Le peptide o/ du BH3 de Puma contient
toutes les liaisons covalentes retrouvées dans le domaine BH3 de Puma qui maintiennent son
interaction avec ses partenaires. En plus de cette similitude structurelle, 1’oligomére o/p de
Puma conserve son affinité pour Bcl-x., Bcl-2 et Bel-w. Néanmoins, son affinité pour Mcl-1 a
diminué de 50 fois (Lee et al., 2011). Ce foldamére a également échoué dans I’induction de la
mort des fibroblastes embryonnaire murins qui expriment Bcl-x. et Mcl-1, contrairement au
peptide BH3 de Puma (Willis et al., 2005). Récemment, I’équipe de W. Douglas Fairlie a
démontré que la substitution de 3 acides a-aminés dans le précédent foldamére a permis
d’augmenter de 250 fois I’affinité du peptide o/ de Puma pour Mcl-1 (Smith et al., 2013). De
la méme maniére, la substitution des acides B-aminés du peptide o/ du BH3 de Bim par des
acide pB-aminé cycliques permet de générer un ligand résistant a la protéolyse et d’augmenter
la reconnaissance avec Bcl-x. et Mcl-1 (Peterson-Kaufman et al., 2015). Ce type de stratégie
offre un avenir pour le développement de peptides BH3-mimétiques tres sélectifs et

structurellement plus stables.
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111.3.2.1.2. Les peptides stabilisés

Les peptides stabilisés, désignés par SAHB « Stabilized a-Helices of Bcl-2 domain », sont des
peptides issus du domaine BH3 des protéines pro-apoptotiques stabilisés par incorporation
d’une liaison covalente entre deux acides aminés situés sur la méme face de I’hélice a
(Walensky et al., 2004). Cette stratégie de stabilisation permet de conserver la conformation
hélicoidale de I’hélice a mais également de renforcer la liaison du peptide a sa cible
(Okamoto et al., 2013). Le premier peptide stabilisé qui a été synthétisé est le peptide Bid
SAHBA. D’autres peptides ont été développés a partir du domaine BH3 des protéines pro-
apoptotiques BH3-only telles que Bim SAHB et Noxa SAHB (Beekman and Howell, 2016).
Bim SHABA, désignée par A, est stabilisé par une double liaison carbonée entre les acides
aminés en position i et i+4 (correspondant aux acides aminés 154 et 158). Il est parmi les
peptides les plus puissants. Sa stabilité conférée par la double liaison carbone a permis
d’améliorer ses propriétés biologiques et pharmacologiques tout en conservant son affinité
pour ses partenaires (Edwards et al., 2015). Ce peptide a démontré une remarquable activité
cytotoxique envers plusieurs lignées cancéreuses leucémiques résistantes a I’ABT-737. 1l a
également démontré une activité anti-tumorale et a réduit de 50% la progression des tumeurs
leucéemiques in vivo (LaBelle et al., 2012). De maniere intéressante, ces peptides sont capables
de deplacer les effecteurs et leurs activateurs de la poche hydrophobe des anti-apoptotiques
mais également d’activer directement Bax/Bak et de permettre leur oligomérisation (Figure
53) (LaBelle et al.,, 2012). Des peptides stabilisés issus du domaine BH3 des anti-
apoptotiques, tels que Mcl-1 SAHB, ont également été développés. Ce dernier représente
actuellement I’inhibiteur le plus puissant et le plus sélectif de Mcl-1 et est utilise comme
sonde pour I’identification de nouveaux inhibiteurs sélectifs de Mcl-1 lors des tests de

screening (Stewart et al., 2010).
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Figure 53: Stratégie de sensibilisation des cancers hématologiques résistants aux inhibiteurs
pharmacologiques par I’utilisation de molécules BH3-mimétiques.

(A) ’ABT-263 et (B) des peptides stabilisés (Bim SAHB). (C) Composition des séquences du BH3 de Bim, de
Bim SAHBA et de Bim SAHBA (R153D) (D’apres LaBelle et al., 2012 et (Adams, 2012).

L’efficacité de ces peptides in vitro ainsi qu’in vivo a été démontrée a plusieurs occasions.
Ainsi, ces molécules ont été utilisées avec succes pour surmonter la résistance aux inhibiteurs
pharmacologiques actuellement en clinique tels que I’ABT-263 induite par I’expression de
Mcl-1 (Adams, 2012). Cependant, des études récentes ont démontré qu’ils présentaient
certains inconvénients limitant leur utilisation. Okamotoo et ses collégues ont démontré que la
stabilité accrue de ces peptides leur fait perdre leur affinité envers leurs partenaires et qu’ils
ne permettent pas l’induction d’une morte rapide des cellules traitées, suggérant une
perméabilité lente et faible (Okamoto et al., 2013). En revanche, le peptide Bim SAHB, tres
efficace contre diverses lignées cellulaires, ne déclenche pas la mort de fibroblastes murins
immortalisés a D’instar de la surexpression de Bim ou du traitement avec ’ABT-737 en
absence de Mcl-1 (Adams, 2012). Enfin, le traitement des souris dotées d’un compartiment
hématopoiétique reconstitué de cellules déficientes en Bim (BIM™) induit la mort seulement
d’une partie des lymphocytes B mais ne rétablit pas 1’hypertrophie de la rate provoqué par
I’absence de Bim (Adams, 2012). Tous ces résultats rejoignent les précédentes observations
d’Okamoto sur I’incapacité de ces peptides a traverser la membrane cellulaire et a garder leur
activité apres encapsulation. A notre connaissance, aucune étude n’a pour 1’instant démontré

I’efficacité de ces peptides dans les tumeurs solides.
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111.3.2.2. Les petites molécules BH3-mimetiques

Au cours de ces dernieres années, des études intensives ont été menées dans le domaine du
développement et de I’identification de nouvelles molécules ayant un comportement BH3-
mimétiques pour inhiber et contrecarrer 1’activité anti-apoptotiques des membres de la famille
Bcl-2. Ces petites molécules se présentent sous forme de molécules naturelles ou synthétiques
issues de différents criblages de banques de molécules. Ces molécules présentent I’avantage
d’avoir une synthése relativement facile et peu couteuse par rapport a celle des peptides, et de
s’affranchir des problémes de pénétration cellulaire rencontrés avec les peptides. Deux
catégories sont distinguées parmi ces molécules: les pan-inhibiteurs et les inhibiteurs

sélectifs.
111.3.2.2.1. Les pan-inhibiteurs

Ces molécules présentent un large spectre d’activité. Elles sont censées é&tre capable
d’interaction avec plusieurs partenaires anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 avec une affinité
plus ou moins importante. Quelques-unes des molécules les plus importantes sont présentées

ci-dessous.

111.3.2.2.1.1. Le (-)-gossypol (AT-101) et ses dérivés

C’est un produit naturel retrouvé dans le coton. Le gossypol (Figure 54) se présente sous deux
formes (+) ou (-) dont la premiere seulement (+) est active. La forme active du gossypol a été
utilisée comme  contraceptif masculin  réversible.

Cependant, la forme non active (-)-gossypol (ou AT-101),

a demontré un effet antiprolifératif et cytotoxique sur les g j\ /Trrj\

cellules cancéreuses, et a donc été développée en tant que - ,\

composé anticancéreux. Cette petite molécule se lie a la A

poche hydrophobe de Bcl-2, Bcl-x. et Mcl-1 avec une  Figure 54 : Structure chimique du (-)-
affinit¢ de I’ordre du micromolaire et régule ainsi leur gossypol (AT-101).
activité (Khaw et al., 2011). L’étude de I’interaction protéine-protéine en utilisant la technique
de transfert d'énergie de fluorescence par résonance (FRET) a démontré que le (-)-gossypol
déplace Bax et Bad de la poche hydrophobe de Bcl-x. (Lessene et al., 2008 ; Meng et al.,
2008). Il module aussi I’expression génique des membres de la famille Bel-2 en diminuant
I’expression des anti-apoptotiques et augmentant celle des protéines pro-apoptotiques (Huang

et al., 2006 ; Meng et al., 2008). Le (-)-gossypol interagit aussi avec d’autres partenaires
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cellulaires tels que la calréticuline, la lactate déshydrogénase et la glutathionne transférase
(Baumgrass et al., 2001). Il induit 1’apoptose dans plusieurs lignées cellulaires de maniére
dépendante de Bax et Bak. L’activité cytotoxique du (-)-gossypol a été évaluée dans plusieurs
cancers solides tels que le cancer de la prostate (Huang et al., 2006), de la téte et de la nuque
(cellules HNSCC) (Oliver et al., 2004), mais également dans les cancers hématologiques tels
que les leucémies et les lymphomes (Balakrishnan et al., 2009). Il est connu que le (-)-
gossypol induit I’expression de Puma et Noxa qui sont fortement impliqués dans son action
sensibilisatrice a la chimiothérapie des cellules cancéreuses de la prostate (Meng et al., 2008).
Ces BH3-only sont aussi régulés par la proteine suppresseur de tumeur p53. De ce fait,
I’efficacité du (-)-gossypol est augmentée dans les cellules HNSCC exprimant la forme
sauvage de p53, suggérant une activité pro-apoptotique indépendante d’une inhibition directe
de protéines anti-apoptotiques. L’activité de la molécule serait en effet due a I’induction du
stress du RE responsable de 1’augmentation de 1’expression des BH3-only et de la mort par

apoptose (Oliver et al., 2004).

Une évaluation préclinique in vivo a été réalisée chez des souris inoculées avec des cellules
issues du cancer de la téte et du cou. L’administration par voie orale de la dose de 15 mg/kg
de gossypol pendant 21 jours a révélé une inhibition de la progression tumorale qui a duré
jusqu’a 2 semaines apres I’arrét du traitement. Ces résultats, trés encourageant in vivo, n’ont
donné en clinique qu’un faible espoir dans le traitement des cancers de la prostate et aucun
pour le traitement du carcinome du poumon a petites cellules (Ready et al., 2011). En effet, le
traitement de 106 patients atteints d’un cancer de de poumon a petites cellules au stade avancé
ou métastatique par I’AT-101 seul ou combiné au docétaxel n’a pas amélioré la survie des
patients ni I’effet du docétaxel (7.8 mois docétaxel seul vs 5.9 mois docétaxel/AT-101). Par
ailleurs, cette évaluation a permis de mettre en évidence des effets secondaires tres prononcé

dans le traitement avec 1’ AT-101 par rapport au docetaxel seul (Ready et al., 2011).

Plusieurs dérivés du gossypol ont été générés afin de limiter sa toxicité et d’accentuer son
efficacité. Parmi ces dérivés, I’ Apogossypolone (ApoG2), qui est un dérivé semi synthétique
issu de la troisieme génération du gossypol. Il présente une meilleure affinité pour les
membres anti-apoptotiques que le gossypol (Ki= 35nM pour Bcl-2 ; Ki= 25nM pour Mcl-1 et
Ki = 660nM pour Bcl-xL) et est capable de déplacer Bax de Mcl-1 et Bim de Bcl-2 (Banerjee
etal., 2010 ; Zhang et al., 2010). L’évaluation préclinique de I’ApoG2 a montré une induction
de I’apoptose dans plusieurs modeles de lymphome ainsi qu’une activité anti-tumorale dans

différents types de cancers en agent seul ou en combinaison avec d’autres agents
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chimiothérapeutiques tels que la gemcitabine (Arnold et al., 2008). Dans des modeles
cellulaires de carcinome hépatique et de cancer de la prostate (les cellules LNCaP et PC3),
I’ApoG2 inhibe la prolifération cellulaire via 1’induction de I’autophagie par le déplacement
de la Becline-1 de Bcl-2 et Bcl-x. et via la formation de ROS. L’inhibition de I’autophagie
produit une apoptose massive dans ces cellules soulignant ainsi le réle important de cette
derniére dans la résistance a I’ApoG2 (Cheng et al., 2013 ; Zhang et al., 2010).

Le Sabutoclax (BI-97C) est le nouveau dérivé du gossypol
(Figure 55). Cette petite molécule présente une affinité de

I’ordre du sub-nanomolaire pour les quatre protéines anti-

apoptotiques majeures Bcl-x., Bcl-2, Mcl-1 et Bfl-1 (Wei
et al,, 2010). Le Sabutoclax induit une mort des cellules g e 55: Structure chimique du
dépendantes de Bax et Bak et présente une efficacité in Saputoclax (B1-97C).

vitro et in vivo sur un modéle de xénogreffe de cellules cancéreuses de la prostate (Jackson et
al., 2012). Il a également été montré que le traitement des cellules cancéreuses du poumon
avec le Subatoclax altére la fusion mitochondriale et favorise sa fragmentation de maniére
indépendante des protéines DRP1 impliquées dans la fission mitochondriale. Cet effet de
fragmentation mitochondriale se produit en amont des étapes de I’apoptose et survient de
maniére totalement indépendante de Bax et Bak et de I’expression des BH3-only (Varadarajan
et al., 2013). Cette investigation suggere que le Subatoclax présente une activité spécifique
pour Mcl-1 puisque cette derniére est aussi impliquée dans la morphologie mitochondriale.
Cependant, a notre connaissance aucune étude n’a démontré son efficacité en clinique,

probablement due a une absence d’activité.

111.3.2.2.1.2. TW37

Le TW37 est un dérivé benzenesulfonyl qui présente une grande affinité pour Bcl-2
(Ki=290nM) et Mcl-1 (Ki=260nM) mais plus faible pour Bcl-x. (Ki=1110nM) (Wang et al.,
2006). Cette molécule est synthétiseée en se basant sur le groupement polyphénol du gossypol
qui a montré une grande importance dans 1’interaction avec la poche hydrophobe de Bcl-2. Le
TW37 a été obtenu en élargissant cette partie hydrophobe, permettant ainsi une insertion

harmonieuse dans la poche de son partenaire (Figure 56).
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Figure 56 : Conception structurale de la molécule TW37 a partir de la structure du gossypol.

(1) Structure du gossypol. (2) Structure du produit intermédiaire composé du cycle polyphénol contenant les
trois groupes hydroxyles (désigné en bleu) qui peuvent mimer les liaisons hydrogénes nécessaires a I’interaction
du gossypol avec la protéine Bcl-2. (3) Structure de de la molécule TW37 issue apres agrandissement du produit
intermédiaire (D’aprés Wang et al., 2006).

Le BH3 mimétique TW37 est capable de bloquer I’interaction entre les protéines pro-
apoptotique Bax et Bim avec la poche hydrophobe de Bcl-2, Bcl-x. et Mcl-1 et d’induire
I’apoptose dans différentes lignées cancéreuses de lymphome B et des cellules de lymphome
dérivées de tumeurs de patients (Al-Katib et al., 2009). De plus, le TW-37 exerce un effet
anti-angiogénique en inhibant directement la protéine Bcl-2 dans les cellules endothéliales et
induisant leur mort par apoptose. Cet effet n’a pas été entravé par la co-exposition de ces
cellules a des facteurs de croissance sécrétés par les cellules tumorales. De méme, le potentiel
angiogénique des cellules endothéliales (migration, formation des capillaires) et I’expression
des chimiokines CXCL1 et CXCL2 induite par la protéine Bcl-2 via la voie de survie NF-xB
sont inhibés aprés exposition a de faibles doses de TW-37 (Zeitlin et al., 2006). Les auteurs
dans cette publication montrent que le TW-37 présente un effet anti-angiogénique uniquement
restreint a de la vascularisation tumorale (néo-vascularisation). Cependant, son effet sur les

vaisseaux des différents organes n’a cependant pas été étudié (Zeitlin et al., 2006).

L’évaluation préclinique de cette molécule a également été évaluée dans un modéle de
lymphome B. Cette étude a démontré qu’a la dose maximale de 40mg/kg administré par voie
IV pendant 3 jours, le TW-37 induit une inhibition de prolifération tumorale de 28%, et un
retard dans la progression tumorale d’uniquement 10 jours (Al-Katib et al., 2009). Cependant,
les auteurs de cette étude n’ont pas mis en évidence I’induction d’apoptose qui pourrait étre a
I’origine de tel retard dans la progression tumorale. Par ailleurs, il semblerait que la dose
utilisee dans cette étude est la dose maximale ayant un effet anti-tumoral et que
I’augmentation de cette dose pourrait conduire a la mort des souris (Al-Katib et al., 2009). Sa
combinaison avec la  chimiothérapie  cyclophosphamide-doxorubicine-vincristine-
prednisolone (CHOP) utilisée pour le traitement des lymphomes diffus a larges cellules dans
des modeéles animaux, révéele seulement un leéger effet synergique (T/C = 19% pour la CHOP
en agents seul et 11% pour la combinaison CHOP/TW-37).
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111.3.2.2.1.3. 51

La molécule S1 ((E,E)-2-(benzylaminocarbonyl)-3-styrylacrylonitrile) est un BH3-mimétique
(Figure 57) pan-inhibiteur capable d’interagir avec les protéines anti-apoptotiques Bcl-2 (Ki =
310nM) et Mcl-1 (K; = 58nM) (Zhang et al., 2007 ; Zhang et al.,

2011). Les tests de polarisation de fluorescence (FPA), la co- INI
immunoprécipitation et le transfert d’énergie entre molécules o N
fluorescentes ont démontré que le BH3-mimétique S1 perturbe les ‘

differents complexes Bcl-2/Bax, Mcl-1/Bak et Bcl-2/Bim et induit OO

une apoptose dépendante de Bax et Bak dans plusieurs lignées N
cancéreuses dont les cellules cancereuse ovariennes SKOV-3 r W

(Zhang et al., 2011 ; Song et al., 2012 ; Song et al., 2013). Il a cﬁﬁ?&ﬁf&i itrg:alcjﬁrgl
également été démontré que cette molécule utilisée a faible dose est

capable d’induire 1’autophagie en libérant la Becline 1 de la poche hydrophobe de Bcl-2,
favorisant ainsi la survie des cellules cancéreuses. Cependant, 1’exposition prolongée a de
fortes doses conduit & une sur-activation des caspases qui provoque la dégradation de la
Becline 1 et inhibe I’action protectrice de 1’autophagie (Zhang et al., 2011 ; Liu et al., 2013).
Son évaluation préclinique a démontré une activité anti-tumorale en agent seul sur des
xénogreffes de carcinome hépatique. Le BH3-mimétique S1, comme le gossypol ou méme
I’ABT-737 (décrit plus bas dans ce chapitre), est incapable d’interagir avec la poche
hydrophobe des formes phosphorylées de Bcl-2 et Mcl-1 et le rapport entre les formes
phosphorylées ou non de ces protéines conditionne la réponse des cellules cancéreuses a ce

produit (Liu et al., 2013 ; Liu et al., 2014).

111.3.2.2.1.4. Obatoclax

C’est un BH3-mimétique pan-inhibiteur décrit comme capable
= N = s
d’inhiber toutes les protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 J S

N N
(Bcl-2, Bcl-xi, Bcl-w, Mcl-1 et Bfll) (zZhai et al., 2006). "
HN™ N
L’Obatoclax (Figure 58) présente une affinité trés faible, de I’ordre }_/

.

du micromolaire, envers les membres anti-apoptotiques; Bcl-2

(Clso 1.1uM), Bel-xL (Clso 4.7uM), Bel-w (Clso 7uM), Mcl-1 (Clso  Figure 58 : Structure chimique
de I’obatoclax (GX15-070)

2.9uM) (Lessene et al., 2008). L’Obatoclax est capable de dissocier

Bak de la poche hydrophobe de Mcl-1 (Smoot et al., 2010). II est aussi capable d’induire les
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protéines BH3-only tels que Bim, mais son activité cytotoxique n’est pas liée a leur présence
(Trudel et al., 2007). Son activité cytotoxique a été révélée dans plusieurs cancers tels que le
cancer des poumons a grandes cellules et une variété de leucémies (Konopleva et al., 2006). Il
a ¢t¢ démontré que 1’Obatoclax est capable d’induire une mort cellulaire dépendante ou
indépendante de la perméabilisation mitochondriale. En effet, les expériences réalisées sur les
cellules Jurkat dépourvues ou non de la caspase 9 ou de Bax et Bak ont démontré que le
traitement de ces cellules n’abolit pas 1’effet cytotoxique de 1’Obatoclax. Cet effet n’est pas
non plus limité par 1’inhibition des caspases. De plus, il a été révélé que 1’association de
I’Obatoclax au Déxaméthasone induit I’autophagie en déplagant la Beclinel de la poche
hydrophobe de Mcl-1 et que I’inhibition de 1’autophagie supprime cet effet cytotoxique
(Khaw et al., 2011).

L’Obatoclax a été évalué dans des études précliniques et les premiers résultats obtenus lors de
la phase | ont montré une tolérance au traitement seul allant jusqu’a 28 mg/m®. Cette dose a
été recommandée dans les protocoles thérapeutiques (O’Brien et al., 2009). L’Obatoclax a
également été combiné a la chimiothérapie conventionnelle telle que le topotécan (inhibiteur
de la topo-isomérase 1) dans le traitement des tumeurs solides (Paik et al., 2010) mais les

résultats sont peu encourageants.

L’Obatoclax, comme le (-)-gossypol, présente une faible affinité pour les partenaires anti-
apoptotiques (Lessene et al., 2008 ; (Khaw et al., 2011). Pourtant, I’ABT-737 (présenté ci-
dessous) qui présente une affinité a Mcl-1 (K; = 550nM) équivalente a celle des précédentes
molécules in silico, ne semble pas avoir une affinité fonctionnelle in cellulo. Ceci remet en
cause I’efficacité de 1’Obatoclax ou du gossypol en tant que BH3-mimétique et suggere que
leur action cytotoxique ne serait probablement pas due a I’inhibition directe des protéines
anti-apoptotiques de la famille Bcl-2. De plus, plusieurs études ont démontré que les
différentes molécules présentées ci-dessus (le (-)-gossypol et ses dérivés, le TW37, S1, et
I’Obatoclax) induisent un stress du RE qui augmente ’expression de la protéine BH3-only
Noxa au niveau transcriptionnel et traductionnel et qui pourrait étre a 1’origine de leur effet.
En effet, ces molécules favoriseraient I’effet cytotoxique de 1’ABT-737 probablement par
I’inhibition de Mcl-1 et Bfl1 par Noxa (Albershardt et al., 2011), suggérant que 1’effet observé

ne soit pas un effet direct comme on pourrait s’y attendre en tant que BH3-mimétiques.
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111.3.2.2.2. Les BH3-mimétiques Bcl-2-like : ABT-737 et son analogue
ABT-263

Le BH3-mimétique ABT-737 a eté découvert par le laboratoire Abbvie (anciennement
Abbott) et représente le prototype d’un BH3-mimétique. C’est un inhibiteur puissant de la
majorité des protéines anti-apoptotiques (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, et Bcl-B) a 1’exception de
Mcl-1 et de Bfl-1/Al (Oltersdorf et al., 2005). Les affinités de I’ABT-737 pour Bcl-2 et Bcl-
xL sont (Clsg) <1 nM et <0.5nM respectivement. Cette différence dans 1’affinité pour ces
protéines est due aux différences structurelles citées dans le précédent chapitre. L’ABT-737 a
été soumis a différentes études et analyses qui ne laissent aucun doute sur son mode d’action,
qui se base sur son interaction directe avec la poche hydrophobe des partenaires anti-
apoptotiques (Konopleva et al., 2006 ; van Delft et al., 2006 ; Tse et al., 2008 ; Del Gaizo
Moore et al., 2008). Le profil d’interaction de I’ABT-737 ressemble & celui du BH3-only Bad,
suggerant que ces deux molécules interagissent avec les mémes résidus dans la poche de leur
partenaire. Sur le plan structurel, I’ABT-737 occupe deux poches hydrophobes (p2 et p4)
parmi les quatre constituants la cavité hydrophobe des anti-apoptotiques (Figure 59A et B).
Le chlorobiphényl de I’ABT-737 apporte un important remodelage a la poche p2 nécessaire

pour renforcer son interaction avec ses partenaires (Lee et al., 2007).

O ®
'O site 3 ‘
¢l O BT—737 CBT-263

Figure 59 : Structure de ’ABT-737 et de son analogue ABT-263.

(A) Structure du complexe Bcl-x /ABT-737 révélant les poches p2 et p4 de la cavité hydrophobe de Bcl-x, dans
lesquelles se logent les groupements chlorobiphenyl et thiophenyl de I’ABT-737. Les codes couleurs de la
surface correspondent au potentiel positif (bleu) ; potentiel négatif (rouge); potentiel zéro (blanc). (B)
Superposition de ’ABT-737 et de I’hélice o. du domaine BH3 de Bim suivant leur alignement dans la poche de
Bel-xL. (C) Structure chimique de ’ABT-737 et de ’ABT-263, les groupements chimiques modifiés pour
améliorer la solubilité de I’ABT-737 sont entourés dans un cercle (Tse at al, 2008 ; Lee et al, 2007).

\\’\
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L’ABT-737 est une molécule hydrophobe peu soluble, ce qui limite son utilisation en
clinique. Pour cette raison, le méme groupe pharmaceutique a développé une molécule
dérivée de I’ABT-737 et administrable par voie orale en substituant certains motifs chimiques,
conduisant & la conception de I’ABT-263 (975Da), appelé aussi « Navitoclax® » (Figure 59
C).

Ces deux molécules présentent une affinité similaire pour leurs partenaires anti-apoptotiques,
une efficacité comparable et induisent toutes les deux une apoptose dépendante de Bax et Bak
(van Delft et al., 2006). L’ABT-737 et -263 sont dotés d’une activité cytotoxique robuste vis-
a-vis de nombreuses lignées cellulaires, particulierement celles issues des hémopathies
malignes présentant un faible taux de Mcl-1 (Tahir et al., 2017 ; Tse et al., 2008) mais aussi
envers certaines tumeurs solides telles que le carcinome du poumon a petites cellules (Tahir et
al., 2017 ; Oltersdorf et al., 2005). Son efficacité a été confirmée dans plusieurs modéles de
xénogreffes avec une diminution significative du volume tumoral (Shoemaker et al, 2008 ;
Konopleva et al., 2006 ; Trudel et al., 2007). L’ABT-737 est aussi capable d’induire une mort
autophagique. Cela a été longuement considéré comme une action « off-target » de ’ABT-
737. Or, I’autophagie est le résultat de 1’action de la Beclin-1 qui est libérée de la poche
hydrophobe de Bcl-2 et Bcl-x, par la molécule d’ABT-737 (Maiuri et al., 2007). Ce résultat
démontre que I’ABT-737 ou son analogue peuvent induire une mort dépendante ou

indépendante de I’apoptose, de fagon directement reliée a leur activité BH3-mimétique.

La thérapie ciblée est optimale lorsqu’elle est appliquée au contexte moléculaire approprié.
Ainsi, certains cancers résistent a 1’action de ces molécules car elles expriment d’autres
protéines anti-apoptotiques que I’ABT-737 ne peut pas inhiber. C’est le cas des protéines
Mcl-1 ou Bfl-1. Ainsi, I’association de I’ABT-737 ou de son analogue avec la chimiothérapie
conventionnelle ou des molécules de thérapies ciblées visant a contrecarrer les protéines
sources de cette résistance conduit & la sensibilisation de ces cancers (Chen, 2007 ;
(Konopleva et al., 2006 ; van Delft et al., 2006).

Dans les cancers de 1’ovaire, notre équipe ainsi que d’autres ont démontré 1’intérét d’associer
I’ABT-737/-263 au traitement standard de chimiothérapie tels que le paclitaxel et le
carboplatine pour sensibiliser les cellules cancéreuses ovariennes a 1’apoptose (Simonin et al.,
2013 ; Stamelos et al., 2013); Witham et al., 2007 ; Wong et al., 2012). Néanmoins, notre
équipe a pu montrer que certains tumeurs issues de patientes atteintes de cancer de I’ovaire

sont sensibles a 1’action de ’ABT-737 en agent seul, que I’association avec la chimiothérapie
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n’améliore pas cette efficacité, et que les niveaux relatifs d’expression des protéines Bim,
Mcl-1 et P-ERK constituaient ensemble une signature prédictive de la réponse a I’ABT-737
(Lheureux et al., 2013).

En clinique, ’ABT-263 est entré dans 15 essais visant a évaluer son efficacité en agent seul
ou en combinaison avec la chimiothérapie conventionnelle telle que le cisplatine, le paclitaxel
(Vlahovic et al., 2014) ou avec des agents de thérapie ciblée tels que le Rituximab (Seymour
et al., 2017) ou I’Erlotinib, inhibiteur de ’EGFR (Tolcher et al., 2015). Les premiers résultats
ont démontré une tolérance au traitement (100mg/kg) associée néanmoins (Vlahovic et al.,
2014) a une forte thrombocytopeénie. Cette toxicité est due a 1’inhibition de Bcl-x. a laquelle
les plaquettes sanguines sont sensibles. De plus, si 1’association de 1’ABT-263 avec la
chimiothérapie ne présente pas d’interaction médicamenteuse, elle n’améliore cependant pas
I’efficacité de I’ABT-263 et conduit a une forte toxicité, difficilement gérable, qui a fait

interrompre la plupart de ces essais (Vlahovic et al., 2014).

En 2016, sur la proposition de notre équipe, un nouvel essai clinique de phase Il a été lancé
dans plusieurs Centres de Lutte Contre le Cancer en France dont le Centre Francois Baclesse a
Caen (qui coordonne cet essai). Cet essai, baptis¢ MONAVI, évalue I’intérét du Navitoclax
(ABT-263) en monothérapie dans le traitement des cancers de ’ovaire chimiorésistants. Les
résultats de cet essai sont en cours d’analyse, notre €quipe cherchant a démontrer que la
réponse au traitement est corrélée a la signature moléculaire prédictive précédemment

identifiée.

Quoi qu’il en soit, la thrombopénie induite par I’ABT-737, inhérente a I’activité d’inhibition
de Bcl-xy, incite les laboratoires a rechercher des molécules BH3-mimétiques plus spécifiques
(de Bcl-2 ou de Mcl-1 en particulier). C’est le cas des inhibiteurs présentés ci-dessous.

111.3.2.2.3.Les BH3-mimétiques spécifiques de Bcl-2 ou de Bel-x,
11.3.2.2.3.1 : ABT-199 : inhibiteur spécifique de Bcl-2

L’ABT-199, connu sous le nom de Venetoclax ou Venclaxta®, a été développé par le groupe
Abbvie pour remédier a la toxicité causée par I’inhibition de Bcl-x.. Ce BH3-mimétique est
un inhibiteur puissant et sélectif de Bcl-2 (Ki < 0.001nM pour Bcl-2 et 48nM pour Bcl-xp). Il
occupe la méme position que I’ABT-737 dans la poche hydrophobe de Bcl-2 (p2 et p4) de
Bcl-xL (Souers et al., 2013). 1l induit une apoptose dépendante de Bax et Bak et sensibilise

ainsi plusieurs types cellulaires d’hémopathies malignes. L’ABT-199 induit une régression

147



tumorale dans plusieurs modeles in vivo de cancers hématologiques sans effets indésirables

sur les plaquettes (Souers et al., 2013).

En essai clinique de phase I, PABT-199 n’a pas été associé a une toxicité de type
thrombocytopénie, et les premiers résultats ont montré une grande efficacité de la molécule
contre différentes hémopathies malignes telles que le lymphome non Hodgkinien mais
également il semble bien étre toléré par les patients sans aucune toxicité importante (Parikh et
al., 2017). L’utilisation de I’ABT-199 pourrait également avoir un intérét dans le traitement
des tumeurs solides telles que les cancers du sein récepteurs d’cestrogéne positifs qui
expriment fortement Bcl-2 (Mérino et al., 2009). L’ABT-199 a par ailleurs bénéficié d’une
autorisation accélérée par la FDA en 2016 pour le traitement des leucémies lymphoides

chroniques particuliérement agressives.

En dépit de son efficacité dans le traitement des cancers hématologiques sur-exprimant Bcl-2,
I’inhibition de cette protéine dans les tissus du sein pourrait engendrer de graves
conséquences en clinique. En effet, Khaw et ses collaborateur ont démontré qu’en plus de son
efficacité sur les cellules cancéreuses leucémiques, I’ABT-199 impacte aussi la survie des
lymphocytes B matures circulantes. Ce résultat prédit que 1’inhibition pharmacologique de
Bcl-2 pourrait influencer les cellules hématopoiétiques matures et que cela doit étre surveillé
de prés lors de son utilisation clinique. Par ailleurs, a I’instar de I’ABT-737 ou de son
analogue ABT-263, les cellules cancéreuses pourraient développer des résistances a I’ABT-
199 notamment dues a 1’expression de Bcl-x. et Mcl-1. Ces différentes résistances sont

illustrées plus bas dans ce chapitre (Choudhary et al., 2015 ; Tahir et al., 2017).

111.3.2.2.3.2 : WEHI-539 et A-1155463 : inhibiteurs spécifigues de Bcl-xi

Le WEHI-539

Le WEHI-539 est un BH3-mimétique spécifique de Bcl-x. qui doit son nom a I’Institut de
recherche médical Walter and Eliza Hall en Australie. En dépit de 1’effet thrombopéniant
engendré par I’inhibition de Bcl-xL dans les plaquettes (Mason et al., 2007), la stratégie de
cibler spécifiqguement cette protéine pourrait étre une tres bonne alternative pour sensibiliser
la plupart des tumeurs solides. De plus, le probléme de la cytothrombopénie pourrait étre
gérable en adaptant la posologie ainsi que la fréquence d’administration. Cet inhibiteur a été
identifié suite a un criblage a haut débit de 100.000 composes pour leur capacité a lier Bcl-w

dont la structure est trés proche de celle de Bcl-x.. Les hits obtenus ont été ensuite évalués
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pour leur capacité a perturber le complexe Bcl-x/Bim BH3 et/ou Mcl-1/Bim BH3. Parmi les
molécules capable de déplacer Bim de Bcl-x. sans aucun effet sur le complexe Mcl-1/ Bim
BH3, a été identifié WEHI-539. Cette molécule de 584Da interagit avec une affinité identique
a celle de ’ABT-737 avec la poche hydrophobe de Bcl-x. (Clso = 0.6nM pour WEHI-
539/Bcl-xi, Clso =0.4nM pour ABT-737/Bcl-x.) (Lessene et al., 2013) alors que son affinité
est environ 400 fois plus faible pour Bcl-2, Bel-w, Mcl-1 et Al. Les études structurales ont
démontré que le WEHI-539, comme 1I’ABT-737, interagit avec Bcl-xL au niveau des poches
p2 et p4, favorisant une parfaite complémentarité structurelle. Le fragment Benzothiazole-
hydrazone, constituant le cceur de cette molécule, se loge dans la poche profonde p2 et lui
confére une grande sélectivité pour Bcl-x_ (Lessene et al., 2013). Cette action sur Bcl-x. a
également été confirmée par son activité cytotoxique sur les cellules plaquettaires.

Le composé WEHI-539 induit 1’apoptose dans les fibroblastes murins exprimant Bcl-x. et
dépourvus de Bcl-2 et Mcl-1, et cela de facon dépendante de Bax et Bak (Lessene et al.,
2013). Dans les cellules exprimant Bcl-2, WEHI-539 est moins efficace que I’ABT-737
(Concentration Effective (CE) = 0.48uM et 2.5nM respectivement) alors qu’il est sans effet
sur les cellules exprimant Mcl-1 (Lessene et al, 2013).

Une étude récente a démontré que WEHI-539 sensibilise plusieurs lignées cancéreuses de
I’ovaire a la chimiothérapie conventionnelle & base de sel de platine (Abed et al., 2016).
L’équipe de Medema a évalué son efficacité sur les cellules souches cancéreuses (CSC) du
colon issues de patientes. Ces cellules sont a I’origine de 1’hétérogénéité tumorale et la
résistance aux traitements chimiothérapeutiques tels que 1’oxaliplatine. Dépendantes de Bcl-
XL, elles se sont révélées sensibles a ’action de WEHI539 et résistantes a celle de I’ABT-199
(Colak et al., 2014).

BXI1-61 et BXI-72

Deux autres molécules inhibitrices de Bcl-x., BXI-61 et BXI-72, ont été identifiées par la
méme approche que celle utilisée pour le WEHI-539. Ces deux molécules sont issues du
criblage de la chimiotheque du NCI. Les études de polarisation a fluorescence ont démontré
que ces deux composés interagissent avec la poche hydrophobe de Bcl-x. et présentent une
affinité de I’ordre du sub-nanomolaire (K; (BXI-61) = 14.8 + 1.54nM ; K (BXI-72) = 0.9 £
0.15nM). Toutefois, leur affinité pour les autres membres anti-apoptotiques est tres faible
(Park et al, 2014). Ces composés déclenchent 1’apoptose dans les cellules cancéreuses du

poumon en addiction a Bcl-x. de facon dépendante de Bax et Bak et provoquent une
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régression tumorale dose-dépendante dans les modeéles de xénogreffe établis a partir de ce
cancer. Les résultats obtenus in vivo avec ces composés ont révélé une toxicité hépatique aux
doses les plus élevées, qui disparait pour des doses plus faibles tout en conservant son
efficacité anti-tumorale. De plus, 1’évaluation de I’effet de ces molécules sur le taux des
thrombocytes a révélé que les inhibiteurs BXI-61 et BXI1-72 ont un effet tres moderé sur les
plaquettes sanguines par rapport a ’ABT-737. Cette observation révéle donc un intérét
clinique de ces molécules pour le traitement des cancers dépendants de Bcl-x.

A-1155463

Récemment, le groupe Abbvie a développé un nouvel inhibiteur de Bcl-x., I’A-1155463 dont
I’activité est nettement supérieure a celle du WEHI-539. Il interagit avec une affinité de
I’ordre du picomolaire avec Bel-xL (Ki > 0.01nM). Cette affinité est beaucoup plus faible
envers Bcl-2 (Ki = 80nM) et Mcl-1 (K; = 440nM) (Tao et al., 2014). Comme 1’ABT-263,
I’A1155463 cause une déplétion rapide et réversible des plaquettes suggérant une activité
«on-target » in vivo. Il induit I’apoptose dans les cellules cancéreuses du poumon H146
dépendantes de Bcl-x. et retarde la progression des tumeurs issues de cette lignée in vivo.
Cependant, I’effet de cette molécule ne persiste pas apres traitement, conduisant & une reprise

de la prolifération tumorale similaire a celle du groupe controle (Tao et al., 2014).

111.3.2.2.4. Mécanismes de résistance aux inhibiteurs Bcl-2/Bcl-x.

L’efficacité de ’ABT-737, de ’ABT-263 et de I’ABT-199 dans le traitement des cancers est
convaincante. Cependant, certains cancers sont initialement résistants ou développent une
résistance intrinséque permettant aux cellules cancéreuses d’échapper a 1’action de ces
molécules. Différents mécanismes expliquant cette résistance ont été décrits dans la littérature
et leur identification précoce pourrait permettre de prédire la réponse au traitement (Figure
60).

L’état de phosphorylation des membres de la famille Bel-2 est I’un des facteurs de résistance
aux BH3-mimétiques. En effet, la phosphorylation de Bcl-2 (p-Bcl-2) a été identifiée comme
un mécanisme de résistance des lignées leucémiques aux BH3-mimétiques avec une action
modérée tels que la molécule S1 (Zhang et al., 2013) et I’Obatoclax (Pérez-Galén et al., 2008)
ainsi qu’aux BH3-mimétiques puissants tels que I’ABT-737, I’ABT-263 et I’ABT-199
(Konopleva et al., 2006 ; Song et al., 2016). La protéine Bcl-2 peut étre phosphorylée sur
différents sites au niveau de sa boucle non structurée. Parmi ces sites, la phosphorylation de la

Ser”® par la voie MAPK/ERK est impliquée dans la modulation du site d’interaction du
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domaine BH3 des pro-apoptotiques (Deng et al., 2004 ; Konopleva et al., 2006). Cette
phosphorylation provoque un changement de conformation de la protéine Bcl-2 qui renforce
son interaction avec ses partenaires pro-apoptotiques Bax et Bim et réciproquement, diminue
son affinité pour les composés ABT d’environ 100 a 300 fois. Cela empéche donc le
déplacement de Bax et Bim et I’induction de 1’apoptose (Sang et al, 2015). L’évaluation du
ratio p-Bcl-2/ (Bcl-2+Mcl-1) dans les leucémies permet ainsi de prédire la réponse au BH3-
mimétiques (Song et al., 2016).
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Figure 60 : Mécanismes de sensibilité et de résistance aux molécules d’ABT.

Dans les cellules sensibles a ’ABT-737 ayant un faible niveau d’expression de Bcl-2, les protéines Bax, Bak
ainsi que les BH3-only activateurs sont neutralisés par les anti-apoptotiques. Suite au traitement par I’ABT-737,
les protéines Bax et Bak et leur activateurs sont déplacés de Bcl-2 et Bcl-x. et s’oligomérisent pour
perméabiliser la membrane mitochondriale et induire I’apoptose. Dans les cellules résistantes a I’ABT-737, Mcl-
1 et p-Bcl-2 sont fortement exprimés, conduisant & la séquestration de Bax, Bak et leur BH3-only activateurs.
Ces molécules pro-apoptotiques ne peuvent étre libérées par I’action de I’ABT-737, favorisant ainsi la résistance
aI’ABT-737 et la survie cellulaire (D’aprés Konopleva et al., 2006).

La résistance aux BH3-mimétiques est principalement liée aux protéines se retrouvant en
dehors de leur spectre d’action. Les composés ABT, entre autre, ont trés peu d’affinité avec
Mcl-1. Cette derniere a donc un réle crucial dans la résistance a ces composes (Konopleva et
al., 2006 ; Van Delft et al., 2006 ; Cory and Adams, 2005) puisqu’elle est capable de prendre
le relai des protéines Bcl-2-like en séquestrant les protéines pro-apoptotiques libérées par le

BH3-mimétique. La protéine Mcl-1 contribue ainsi a la résistance aux composés ABT en
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séquestrant Bak déplacé par les molécules d’ABT de la poche hydrophobe de Bcl-Xxi,
empéchant ainsi I’induction de 1’apoptose (Konopleva et al., 2006). Les analyses
d’immunoprécipitation et le test FPA (Fluorescence Protein Assay) montrent par ailleurs que
les composés ABT sont incapables de deplacer Bim ou Bak de la poche hydrophobe de Mcl-1
et la résistance a ces composés corréle parfaitement avec le niveau d’expression de Mcl-1
(Konopleva et al., 2006). La modulation de I’expression de Mcl-1 pourrait donc améliorer ou
restaurer la sensibilité aux composés ABT-737. En effet, I’inhibition de I’expression génique
de Mcl-1 par I'utilisation de petits ARN interférents ou d’inhibiteurs de kinases dépendantes
de cycline (Roscovitine ou CY202), actuellement en essais clinique, bloguent la transcription
de ’ARNm de Mcl-1 et sensibilisent les cellules aux composés ABT (Konopleva et al., 2006 ;
Van Delft et al., 2006). De méme, la neutralisation de 1’activité anti-apoptotique de Mcl-1 par
la surexpression de Noxa, I’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques de la synthese
protéique (cycloheximide) ou des voies de signalisation MEK/ERK, réduit le niveau
d’expression de Mcl-1 et sensibilise remarquablement les cellules cancéreuses a 1’apoptose
induite par les composés ABT (Chen, 2007 ; Konopleva et al., 2006 ; van Delft et al., 2006).
Réciproquement, la surexpression de Mcl-1 rend les cellules cancéreuses résistantes aux
composés d’ABT (van Delft et al., 2006).

Certaines études ont démontré que le niveau d’expression des BH3-only joue également un
role crucial dans la résistance aux molécules d’ABT. C’est le cas de la protéine Bim. Ce BH3-
only est considéré comme un ligand universel pour les protéines multidomaines de la famille
Bcl-2. L’interaction des composés ABT avec les protéines anti-apoptotiques libérent Bim
piégé qui va a son tour activer Bax et Bak et induire 1’apoptose (Del Gaizo Moore et al.,
2008). L’inhibition de 1’expression de Bim ou I’augmentation de sa dégradation et/ou de sa
séquestration dans le cytosol suite a sa phosphorylation par p-ERK ou p-AKT provoque une
importante résistance au traitement aux molécules d’ABT, notamment a 1I’ABT-199
(Konopleva et al., 2006 ; Bodo et al., 2016). Notre équipe a également observé cet effet sur
les nodules tumoraux issus de patientes atteintes de cancer de l’ovaire chez lesquels la
surexpression de Bim est un déterminant essentiel de la sensibilité de ces nodules a I’ABT-
737, alors que la surexpression concomitante de p-ERK et de Mcl-1 les rendent résistants a

cette molécule (Lheureux et al., 2015).
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Les investigations sur les résistances envers les inhibiteurs spécifiques de Bcl-x. n’ont pas été
tres approfondies. Cependant il a été rapporté dans plusieurs études que les cellules
surexprimant Mcl-1 sont résistantes au BH3-mimétique spécifique de Bcl-x. WEHI-539
(Lessene et al., 2013 ; Tao et al., 2014).

En conclusion, Mcl-1 est au centre des différents mécanismes de résistance aux traitements de
chimiothérapie conventionnelle (Figure 61A) mais également aux inhibiteurs spécifiques de
Bcl-2-like et semble représenter une barriére critique pour répondre a ces traitements tres
prometteurs (Figure 61B). Cette protéine est tres différentes des autres membres de la famille
Bcl-2, dans sa structure, son affinité pour ses partenaires mais egalement au niveau de son
mode de régulation et ces différences sont a l’origine des difficultés rencontrées dans

I’identification d’inhibiteurs capables d’inhiber spécifiquement son activité.

e
Mcl1 v S|4 > N4 sJ1
' Y -~ Targeted Therapy Mcl1 Mci1 | mel
| Chemotherapy .ﬁ gt
M ] é cl1 11Mcl1 . Mcl1
4 ;'[' J/,“ ‘TT/
&/ mci1! M1
~ ’
A minority of Mcl-1 over- Clonal selection for Mcl-1
expressors in a heterogenous overexpression in therapy
tumor cell population resistant tumor cells
B ~—* (BIM
Mcl-1: Biv
Bcl-2 °'M Bcl-2 Compensatory
+ABT-263 AN Mcl-1 upregylation
_—> ABT-263
e e
Bcl-xL BIM Bcl-xL Mcl-1 giv
> (BIM
Bcl-2 and Bcl-xL ABT-263 liberates BIM: Increased Mcl-1
sequester BIM: Apoptosis can be sequesters BIM:
Apoptosis is not induced induced Tumor cells evade death

Figure 61 : Modéles de résistance a la chimiothérapie (A) et aux thérapies ciblées (B)
occasionnés par ’expression ou I’activité de la protéine Mcl-1 (d’aprés Williams and Cook, 2015).
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111.4. Mcl-1: une protéine unique en son genre et une

potentielle cible thérapeutique

111.4.1. Généralités

La protéine Mcl-1 est une des principales protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2.
Comparé a Bcl-2 (239 acides aminés) et Bcl-x. (233 acides aminés), Mcl-1 est une grosse
protéine, constituée de 350 acides aminés (40/42 kDa) qui présente une longue extremité N-
terminale constituée de 180 acides aminés (Thomas et al., 2010). Cette région contient quatre
séquences répétées PEST riches en Proline (P), Glutamate (E), Sérine (S), Thréonine (T) et
des motifs Arg:Arg, communément retrouvés chez les protéines a turnover rapide. Ces
séquences sont des régulateurs majeurs de I’expression, de la fonction et de la localisation
subcellulaire de Mcl-1, faisant d’elle une protéine unique parmi les autres membres de la
famille Bcl-2 (Germain and Duronio, 2007). Mcl-1 différe également par son extrémité
C-terminale hydrophile, responsable de sa localisation subcellulaire et qui influe sur sa

fonction.

La localisation de Mcl-1 dans les différents compartiments cellulaires varie selon 1’état de la
cellule. Ainsi, au cours du processus apoptotique, Mcl-1 est localisée au niveau de la
membrane mitochondriale ou elle exerce sa fonction anti-apoptotique en séquestrant les
membres pro-apoptotiques (Bak, Bim). Le motif EEDL permet & Mcl-1 d’étre dirigée vers la
mitochondrie ou elle s’ancre via les 79 premiers résidus aminés de sa partie N-terminale
tandis que son extrémité C-terminale interagit avec le récepteur mitochondrial Tom70
(Belmar and Fesik, 2015). En plus de sa localisation mitochondriale, Mcl-1 est également
exprimée dans le cytosol sous forme d’un hétérodimere probablement complexée a la protéine
Bax, ou encore au niveau de I’enveloppe nucléaire (Leuenroth et al., 2000). Plusieurs études
ont également démontré que Mcl-1 est aussi localisée dans le compartiment nucléaire. Il s’agit
d’une forme tronquée de la protéine Mcl-1 (snMcl-1 pour short nuclear Mcl-1) qui posséde de
fortes propriétes antiproliferatives (Fujise et al., 2000 ; Jamil et al., 2005). Contrairement aux
autres protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-x. qui affectent la transition GO/G1 du cycle
cellulaire, Mcl-1 intervient au niveau de la transition S/G2/M (Germain and Duronio, 2007).
Une fois dans le noyau, snMcl-1 interagit avec des régulateurs du cycle cellulaire tels que la
protéine PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) impliquée dans la régulation de la phase
S du cycle cellulaire (Fujise et al., 2000), mais également avec la kinase dépendante des
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cyclines 1 (Cdk1) dont elle perturbe I'interaction avec son partenaire, la cycline B1, bloquant

ainsi la progression du cycle en G2/M (Jamil et al., 2005).

Mcl-1 est retrouvée dans divers types cellulaires et est différentiellement exprimée par rapport
aux autres protéines de la famille Bcl-2. Contrairement a la protéine Bcl-2 qui est exprimée
dans les cellules peu différenciées, Mcl-1 est exprimée dans les cellules bien différenciées
(Krajewska et al., 1996 ; Krajewski et al., 1994 ; Krajewski et al.,, 1995). Les études
d’immunohistochimie effectuées par cette équipe ont démontré que Mcl-1 est présente dans
les cellules épithéliales de divers tissus, a savoir 1’épithélium de la prostate, du sein, de
I’estomac, des intestins, du colon, des poumons, de ’endométre et de 1’épiderme (Krajewski
et al., 1995). Elle est aussi exprimée dans le muscle cardiaque et squelettique, dans les
hépatocytes et les chondrocytes déficients en Bcl-2 (Krajewski et al., 1995). Mcl-1 est aussi
retrouveée dans plusieurs types cellulaires endocriniens tels que les cellules adrénergiques
corticales, les cellules des ilots pancréatiques, les cellules de Leydig dans les testicules, les
cellules de la granulosas de ’ovaire ainsi que dans les neurones sympathiques (Krajewski et
al., 1995). En revanche, Mcl-1 est peu ou pas du tout exprimée dans les neurones du cerveau,

la moelle osseuse et 1’épithélium thyroidien (Krajewski et al., 1995).

Mcl-1 est trés importante pour le maintien de 1’équilibre du systéme hématopoiétique. La
délétion de Mcl-1 au stade embryonnaire étant létale, les études sur sa fonction ont fait appel a
des techniques de mutagenése conditionnelle. La délétion de Mcl-1 murin a démontré son role
important dans le maintien des cellules souche hématopoiétiques (Opferman et al., 2005), des
progéniteurs immatures et des lymphocytes T et B matures (Opferman et al., 2004). Elle est
indispensable pour la formation et la persistance du centre germinal et des cellules B
mémoires (Krajewski et al, 1994 ; Vikstrom et al., 2010). Elle est également impliquée dans le
maintien des cellules du plasma sanguin, des lymphocytes (Opferman et al., 2004), des
plasmocytes (Peperzak et al., 2013), des neutrophiles et des macrophages (Dzhagalov et al.,
2008). Elle est en effet tres importante pour la survie des lymphocytes B périphériques dont la
mort spontanée coincide avec la dégradation de Mcl-1 sans variations d’expression des autres
protéines anti-apoptotiques. Enfin, la protéine Mcl-1 est aussi importante pour la survie des
lymphocytes T (Opferman et al., 2004). Néanmoins, contrairement aux cellules B, la perte
d’hétérozygotie de MCL1 n’induit pas la mort des lymphocytes T (Opferman et al ., 2004), ce
qui pourrait favoriser I’émergence de stratégies anti-Mcl-1 pour le traitement de pathologies

lices aux cellules B et qui épargneraient les lymphocytes T.
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111.4.2. Regulation de Mcl-1

La stabilité protéique de Mcl-1, sa localisation intracellulaire et sa fonction sont finement
régulées au niveau transcriptionnel, post-transcriptionnel et post-traductionnel. Ces
modifications sont apportées par des voies de signalisation majeures faisant de Mcl-1 le

carrefour des signaux pro- et anti-survie responsables du devenir de la cellule.

111.4.2.1. Régulation au niveau transcriptionnel et post-

transcriptionnel

La transcription de Mcl-1 est induite par de multiples cytokines telles que I’interleukine-3 (IL-
3) (Wang et al., 1999), I’IL-5 (Huang et al., 2000), I’'IL-6 (Jourdan et al., 2000). Elle est aussi
stimulée par de nombreux facteurs de transcription, eux-mémes potentiellement induits par les
précédents inducteurs tels que le facteur STAT3 activé par I'IL6, le VEGF et I’IL-3 (Puthier
et al., 1999 ; Wang et al., 2003), STATS5 mais également d’autres facteurs déclenchés par les
signaux environnementaux a I’instar du facteur d’hypoxie Hif-1a (Thomas et al., 2010). Dans
la plupart des cas, la sous-expression de Mcl-1 passe par I’inactivation des facteurs de
transcription stimulant son expression (Thomas et al., 2010). Néanmoins, le promoteur de
MCL1 peut étre directement réprimé par le facteur de transcription E2F1 (Croxton et al.,
2002).

Le taux d’expression de Mcl-1 est régulé au niveau post-transcriptionnel conduisant a une
demi-vie trés courte de son ARNm comme de sa protéine. Parmi ces mécanismes, des
microARNS ont été impliqués dans I’inhibition de la traduction de Mcl-1, a I’instar des miR-
29 et miR-125b qui réduisent 1’expression de Mcl-1 en ciblant directement 1’extrémité 3°UTR
de son ARNm ou en inhibant les voies impliquées dans I’induction de cette protéine (Mott et
al., 2007 ; Gong et al., 2013). L’ARNm de Mcl-1 est I’objet de plusieurs épissages alternatifs
produisant deux isoformes plus courtes : la premiere, Mcl-1s, est dépourvue de I’exon 2, et ne
contient que le domaine BH3 (Bingle et al., 2000 ; Bae et al., 2000). La seconde, Mcl-1gs, est
dépourvue de I’exon 1 et contient les 3 domaines d’homologie (Kim and Bae, 2013). Les
analyses de séquences indiquent que ces deux variant sont généerés d’un épissage alternatif au
niveau des séquences GC-AG donneur-accepteur, située dans 1’exon 1 de Mcl-1. Ces deux
isoformes ont une fonction pro-apoptotique et interagissent avec la poche hydrophobe de Mcl-
1 (Bingle et al., 2000 ; Kim et Bae, 2013).
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La voie PISK/AKT est impliquée dans la transcription et la traduction de Mcl-1. En réponse a
la signalisation induite par IL-3, Akt est transloquée dans le noyau ou elle phosphoryle
directement ou indirectement le facteur de transcription CREB (c-AMP Response Element-
binding protein), permettant I’activation de la transcription de I’ARNm de Mcl-1 (Wang et al.,
1999). Akt est aussi impliquée dans la traduction de Mcl-1 en activant le complexe mTORCL.
L’activation de ce dernier conduit a la phosphorylation inhibitrice de 4EBP-1 et favorise ainsi
la traduction de I’ARNm de Mcl-1 et son expression dans les cellules (Coloff et al., 2011 ;
Hsieh et al., 2010).

111.4.2.2. Regulation au niveau post- traductionnel

Mcl-1 est composée d’une longue extrémité N-terminale non structurée constituée de quatre
régions PEST qui sont la cible de plusieurs modifications post-traductionnelles de type
phosphorylation et ubiquitination (Figure 62). Ces modification influencent fortement la
stabilité de Mcl-1 et rendent son turnover tres court (30min-2h) (Akgul et al., 2000).

111.4.2.2.1. Régulation par clivage protéolytique

Au niveau des régions PEST, la protéine Mcl-1 est soumise a un clivage protéolytique assuré
par les caspases ou par les Granzymes B en réponse a un signal apoptotique. Le clivage de
Mcl-1 par la caspase-3 est effectué au niveau des résidus acide aspartique 127 et 157
permettant de générer des fragments de différentes tailles, 24, 19, 17 et 12 kDa (Herrant et al.,
2004). Le clivage de Mcl-1 par les Granzymes B se fait apreés les résidus aspartates 177, 127
et 157 et génere principalement un fragment de 232 acides aminés constitué des trois
domaines BH (BH1, BH2 et BH3) (Weng et al., 2005). Ces différents clivages de Mcl-1
aboutissent a I’abolition de son activité anti-apoptotique, a sa dégradation (Herrant et al.,
2004), ou a sa conversion en une protéine pro-apoptotique capable d’induire 1’apoptose, seule
ou en association avec des protéines pro-apoptotiques telles que Bim (Weng et al., 2005 ;
Michels et al., 2004).

111.4.2.2.2. Régulation par phosphorylation

Les régions PEST de I’extrémité N-terminale de Mcl-1 sont également cibles de plusieurs
kinases. Ces régions, riches en thréonines et sérines, sont susceptibles d’étre phosphorylées
par des kinases. Ce type de modification, qualifiée de modification rapide et irréversible,
influence fortement la stabilité et la fonction de Mcl-1 mais également son affinité envers ses

partenaires (Figure 62). A titre d’exemple, la phosphorylation de la Ser®* par les Cdk1, Cdk2
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ou par JNK (C-JUN-N-terminal Kinase) est principalement réalisée au moment de la
transition G2/M du cycle cellulaire, conduisant au renforcement de 1’affinité¢ de Mcl-1 envers
ses partenaires pro-apoptotiques et favorisant ainsi son activité anti-apoptotique (Thomas et
al., 2010). La phosphorylation de la Thr'® est I’une des phosphorylations les plus conservées
entre les espéces et représente 1’une des plus importantes modifications dans la régulation de
Mcl-1. Elle est ciblée par plusieurs kinases telles que Erkl, JNK et la GSK-3 en fonction
desquelles la protéine Mcl-1 est differemment modulée (Thomas et al., 2010). Ainsi, la
phosphorylation de la Thr®® seule par Erk-1, elle-méme induite par le TPA, favorise la
stabilitt de Mcl-1. Néanmoins, cette phosphorylation est souvent associée a la
phosphorylation d’autres sites conduisant a une régulation différente de la protéine Mcl-1.
Ainsi, la co-phosphorylation des Thr% et Thr'®® par Erk-1 favorisent la stabilisation de Mcl-1
et stimule son activité anti-apoptotique (Ding et al.,, 2008). En revanche, la co-
phosphorylation de la Thr'® et la Ser'?! par la kinase JNK inactive Mcl-1 et entrave son
activité anti-apoptotique. De maniére similaire, les phosphorylations de la Ser'® et Ser!*
induites par la GSK-3 en association avec la phosphorylation de la Thr'®® conduit a la
déstabilisation de Mcl-1 et a I’interruption de son interaction avec Bim, favorisant ainsi sa
dégradation par le protéasome (Ding et al., 2007). La phosphorylation de Mcl-1 induite par les
voies JNK et GSK-3 favoriserait 1’ubiquitination de Mcl-1 et augmenterait son élimination
par le protéasome. Cependant, dans la plupart des cancers, I’expression de Mcl-1 est
augmentée et coincide d’une part avec ’activation de la voie ERK qui induit sa stabilisation
via la phosphorylation de la Thr'®3 et d’autre part avec 1’inactivation de la voie GSK-3
impliquée dans sa dégradation du fait de I’activation de la voie PI3K/AKT/mTOR (Mojsa et
al., 2014).

caspase D127 D157 K197

Ub K5 K40 1K136 l Kl,‘)il
Mcl-1 [ [ pest Npest] [ PEST H PEST IBHJ,} {BHZ{] [ BHI1 ] [BH2J—m
Ar 1« T 1 350 aa
phosphorylation S64 T92 S121 S159

S155 T163

Figure 62 : Représentation schématique de la protéine Mcl-1 humaine illustrant les régions fonctionnelles
et les différents sites de modifications post-traductionnelles.

Cette représentation contient les quatre domaines BH (BH1-BH4), le domaine transmembranaire (TM), les
séquences PEST, sites de clivage par les caspases et les Granzymes B (en rouge), les sites de phosphorylation
(en bleu), et les sites d’ubiquitination (en noir) (d’aprés Mojsa et al., 2014).
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111.4.2.2.3. Régulation par ubiquitination

La protéine Mcl-1 est également régulée par des modifications post-traductionnelles de type
ubiquitination. Cette modification est portée au niveau des résidus lysines répartis
principalement dans la partie N-terminale de la protéine Mcl-1 (Figure 62). L’ubiquitination
est contrdlée par quatre enzymes d’E3-ubiquitines ligases différentes: Mule, SCFFTCP,
SCF™"" et Trim17 et une deubiquitinase (USP9X) qui, respectivement, favorisent ou
entravent 1’ubiquitination de Mcl-1. L’action de ces enzymes sur Mcl-1 est difféeremment
modulée. Ainsi, I’interaction de Mule avec Mcl-1 est régulée par ’intervention des autres
membres pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 alors que les autres E3 ubiquitines ligases sont
influencées par les phosphorylations de résidus spécifiques au niveau des régions PEST de
Mcl-1.

L’enzyme majeure responsable de 1’ubiquitination de Mcl-1 est I’E3 ubiquitine ligase Mule
(appelée aussi LASU1 ou ARF-BP1). Elle est constituée d’un domaine BH3 qui permet son
insertion dans la poche hydrophobe de Mcl-1 conduisant a son ubiquitination et sa
dégradation par le protéasome (Warr et al., 2005 ; Pervin et al., 2011). La protéine Mule ne
présente aucune affinité pour les autres membres multidomaines de la famille Bcl-2 et son
affinité envers Mcl-1 est faible par rapport a celle de Bim, Puma, Bak, Bid et Noxa. Ainsi, la
surexpression de Bim ou de Puma conduit elle au déplacement de Mule de la poche
hydrophobe de Mcl-1 et a sa stabilisation (Mei et al., 2005 ; Czabotar et al., 2007). Par
ailleurs, I’interaction de Noxa avec la poche hydrophobe de Mcl-1 favorise sa dégradation par
le protéasome (Willis et al., 2005). Cette interaction favoriserait la liaison d’E3-ubiquitine
ligases a I’instar de Mule ou d’autres protéines adaptatrices responsables de la diminution de
I’association de la deubiquitinase USP9X avec Mcl-1 et de sa dégradation (Czabotar et al.,
2007 ; Gomez-Bougie et al., 2011). Cependant, le mécanisme d’intégration de Mule avec le

complexe Noxa/Mcl-1 n’est pas encore totalement élucidé.

Contrairement a ce qui est observé avec Noxa, I’interaction de Bim avec Mcl-1 n’induit pas sa
dégradation. La liaison de Bim et Noxa a Mcl-1 pourrait modifier la conformation de Mcl-1 et
faire apparaitre des épitopes différents menant a sa stabilisation ou a sa dégradation par le
protéasome. De plus, Bim et Noxa difféerent par leurs extrémités C et N-terminales, mais
possédent une région centrale du domaine BH3 commune, a I’exception de la Lys®®
caractéristique de Noxa dont la mutation conduit a 1’abolition de sa capacité a induire la

dégradation de Mcl-1. Au niveau de ce domaine, Noxa posséde une séquence -FRQKLL- qui
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semble étre trés importante pour la dégradation de Mcl-1 et sa substitution par la sequence
correspondante de Bim, -AYYARR-, empéche la dégradation de Mcl-1 par le protéasome
(Czabotar et al., 2007).

La dégradation de Mcl-1 est aussi régulée par les autres E3-ubiquitines ligases et dépend des
phosphorylations effectuées par les voies JINK et GSK-3pB. La phosphorylation de Mcl-1 au
niveau des résidus Ser'®, Ser'®®, Thr% et Thr'® est reconnue par les E3-ubiquitines ligases
SCFPTICP et SCF™W | conduisant & I’ubiquitination de Mcl-1 et son élimination par le
protéasome (Ding et al., 2007). La mutation des différents sites de phosphorylation,
I’inactivation des kinases ou des enzymes d’ubiquitination conduit a la stabilisation de Mcl-1
et a la résistance a la chimiothérapie et aux thérapies ciblées telle que I’ABT-737 (Wertz et
al., 2011 ; Inuzuka et al., 2011 ; Schwickart et al., 2010).

L’ubiquitination de Mcl-1 menant a sa dégradation est une modification réversible pouvant
étre abrogée par des enzymes spécifiques appelées les déubiquitinases de la famille des USPs.
Parmi ces enzymes, ’'USPX9 a été retrouvée immunoprécipitée avec la protéine Mcl-1
(Schwickart et al., 2010). Les USPX9 interagissent directement avec Mcl-1 et la stabilisent
par ’élimination des chaines de poly-ubiquitination portées sur la Lys*® (Schwickart et al.,
2010). L’action de la déubiquitinase USPX9 est régulée par la phosphorylation des résidus
retrouvés au niveau des régions PEST. A titre d’exemple, la phosphorylation des résidus
Ser'®, Ser'® et Thr!% par la GSK-3p perturbe I’interaction de I'USPX9 avec Mcl-1 alors que
I’inactivation de la GSK-3p par la voie PI3K/AKT renforce cette interaction (Schwickart et
al., 2010). Ainsi, les phosphorylations facilitant le recrutement des E3-ubiquitine ligase telles
que SCFFTCP et SCF™"" empéchent I’interaction d’USPX9 avec Mcl-1, créant une

compétition entre ses partenaires antagonistes et permettant une régulation fine de Mcl-1.
I11.4.3. Inhibition de I’expression et de ’activité de Mcl-1

111.4.3.1. Inhibition indirecte par la modulation des voies de

signalisation

Comme évoqué plus haut, Mcl-1 est modulée par les voies de signalisation PI3BK/AKT/mTOR
et MAPK/ERK permettant son expression et sa stabilité. Ces voies sont souvent dérégulées
dans les pathologies malignes conduisant a leur activation constitutive. Cette dérégulation se
traduit dans la plupart des cas par une surexpression et une grande stabilité de la protéine anti-

apoptotique Mcl-1. Dans le but de restaurer la sensibilité aux traitements thérapeutiques, de
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nombreux inhibiteurs ont été développés pour réguler directement ou indirectement Mcl-1 en

ciblant a différents niveaux les voies de signalisation.

La voie PI3K/AKT/m-TOR est impliquée dans 1’expression et la stabilit¢ de Mcl-1.
L’inhibition de cette voie aboutit a la déstabilisation et & la dégradation de cette protéine. Il
existe actuellement plusieurs inhibiteurs des différents acteurs de cette voie dont la plupart
sont utilisés en clinique (AMM ou en développement). L’inhibition de la PI3K par le GDC-
0941 réduit I’expression de Mcl-1 en induisant son élimination par le protéasome et en
sensibilisant ainsi les cellules cancéreuses et les xénogreffes dérivées du cancer du sein a
I’ABT-737. L’inhibition d’AKT est aussi ciblée par différents inhibiteurs tels que le MK2206
(Carneiro et al., 2015). Ce dernier inhibe efficacement AKT et empéche la phosphorylation de
ses substrats. Cet inhibiteur est en essais cliniques pour le traitement de plusieurs cancers dont
les cancers de 1’ovaire. Enfin, I’inhibition de mTOR permet de déphosphoryler 4E-BP1,
entrainant une inhibition de la traduction de I’ARNm de Mecl-1, [Dinhibition de la
phosphorylation d’AKT et I’amplification du signal de survie induite par mTORC2 (Laplante
and Sabatini, 2012). L’inhibition efficace de mTOR est basée sur le ciblage de son site actif,
permettant d’inhiber simultanément les deux formes de mTORC1/C2. Parmi ces inhibiteurs, il
existe notamment I’AZD-2014, ’AZD-8055 et I’INK128. La plupart de ces inhibiteurs sont
en cours de développement clinique. La double inhibition de PI3BK/mTOR peut étre effectuée
par plusieurs inhibiteurs tels que le BEZ235, le GDC0980 ou encore le GSK2126458. A titre
d’exemple, plusieurs études ont démontré que I’AZD-235 diminuait efficacement 1’expression
de Mcl-1 dans plusieurs lignées cancéreuses de leucémie myéloide aigiie (Rahmani et al.,
2013), de leucémie lymphoide aigue (Hall et al., 2016) et de cancer du poumon (Faber et al.,
2009). Ces inhibiteurs sont également pour la plupart en développement clinique pour le

traitement de différents cancers solides.

La neutralisation de la voie MAPK/ERK est également rendu possible par des inhibiteurs de
MEK a I’instar du PD0325901, de ’AZD6244 et du Tramétinib, ce dernier étant déja en
clinique. L’AZD6244 (selumetinib) a démontré un grand intérét dans un essai clinique de
phase II chez les patientes atteintes de cancer de 1’ovaire séreux de bas grade (Ferley et al,
2013), mais également dans les cancers de I’ovaire de haut grade KRAS muté (Takekuma et
al., 2016).

Notre équipe s’est également intéressée a I'intérét d’inhiber les voies de signalisation

PISK/AKT/m-TOR et MAPK/ERK pour I’inhibition de Mcl-1 et la sensibilisation a I’ABT-
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737. En effet, le traitement des cellules cancéreuses ovariennes dépendantes de Bcl-x. et Mcl-
1 par le BEZ235, double inhibiteur PI3K/mTOR, inhibe I’expression de Mcl-1, induit celle de
Puma et sensibilise ces cellules cancéreuses a I’ABT-737 de fagon dépendante de 1’expression
de Bim (Jebahi et al., 2014). Dans la méme optique, la combinaison de 1’inhibition de mTOR
(AZD8055), qui réprime 1’expression de Mcl-1, avec I’inhibiteur de MEK (Trametinib), qui
augmente 1’expression de Bim actif (non phosphorylé), sensibilise efficacement différentes
cellules cancéreuses ovariennes a I’ABT-737 (Pétigny-Lechartier et al., 2017). Ces stratégies
multi-cibles sont trés efficaces pour inhiber Mcl-1 et sensibiliser les cellules cancéreuses.
Cependant, la toxicité combinée de ces molécules et leurs effets « hors cibles » déja identifiés

pourrait limiter 1’utilisation clinique de ces associations.
111.4.3.2. Inhibition directe par les BH3-mimetiques

111.4.3.2.1. MIM1 (Mcl-1 inhibitor-molecule 1)
MIM1 un BH3-mimétique spécifique de Mcl-1, découvert en 2010 par 1’équipe de Walensky

lors d’un criblage a haut débit de 71296 composés pour leur capacité a déplacer le peptide
Mcl-1-SAHBA de la poche hydrophobe de la protéine Mcl-1 (Stewart et al., 2010). Les
molécules sélectionnées pendant ce premier criblage ont été soumises a un autre criblage afin
d’identifier les molécules qui sont incapables de déplacer le peptide BH3 de Bad de la cavité
hydrophobe de Bcl-x.. Ainsi, le BH3-mimétique MIML1, qui s’est montré capable de déplacer
le peptide Mcl-1-SAHBA de la cavité hydrophobe de Mcl-1 sans aucun effet sur le complexe
Bad/Bcl-xL, a été sélectionné a I’issue de ce criblage (Kritzer, 2012). Son efficacité in vitro a

été évaluée dans plusieurs lignées de leucémie.

Dans notre laboratoire, 1’évaluation de I’effet cytotoxique de MIMI1 a la concentration
préconisée dans les précédentes études (10uM) sur les cellules cancéreuses ovariennes co-
exprimant Bcl-x. et Mcl-1 (SKOV3 et IGROV1-R10) ne les a pas sensibilisé a I’ABT-737.
Néanmoins, une activité pro-apoptotique modérée a été observée sur ces méme cellules a la
concentration de 25uM. En revanche, 1’exposition de cellules cancéreuses ovariennes dont la
survie depend uniquement de Mcl-1 (lignée A2780) a une concentration de 50uM n’a pas
permis I’induction d’une apoptose massive. Par ailleurs, aucune étude in vivo n’a été effectuée

avec cette molécule.
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111.4.3.2.2. Marinopyrrole et ses dérivés

Le Marinopyrrole, ou Maritoclax, est un agent naturel dérivé d’une espeéce de streptomyceéte
marin doté d’une action antibiotique et antiproliférative (Liu et al., 2014). 1l a été sélectionné
pour sa capacité a perturber I’interaction de Bim avec la poche hydrophobe de Bel-x. et Mcl-
1 en utilisant un test ELISA (Doi et al., 2012). Le Maritoclax a été décrit comme un inhibiteur
spécifique de Mcl-1 qui bloque I’interaction Bim/Mcl-1 et interagit avec une affinité
comparable a celle de I’Obatoclax (Clso = 10.1uM et Clso = 9.6uM respectivement).
Cependant, son affinité pour Bcl-x. est plus faible que celle de I’Obatoclax (ClIso > 80uM et
Clso = 19uM respectivement) (Doi et al., 2012).

Des études plus approfondies ont démontré que le Maritoclax est un inhibiteur de Mcl-1 de
type différent. En effet, contrairement aux autres inhibiteurs BH3-mimétiques qui stabilisent
Mcl-1 et augment son taux intracellulaire, le Maritoclax interagit avec Mcl-1 et conduit a sa
dégradation par le protéasome, induisant ainsi I’apoptose dans plusieurs lignées cancéreuses
leucémiques (Doi et al., 2012 ; Doi et al., 2014 ; Pandey et al., 2013). Il est aussi capable
d’induire I’expression des protéines BH3-only Bim et Bmf et la sensibilisation de cellules

cancéreuses aux stratégies d’inhibition de Bel-x. (Doi et al., 2012 ; Pandey et al., 2013).

Le Maritoclax induit également 1’apoptose dans les cellules normales (Mouse Embryonic
Fibroblats) et les cellules cancéreuses NSCLC (Non-Small Cell Lung Cancer)
indépendamment de [D’inhibition de Mcl-1. Ainsi, il provoque la fragmentation de la
mitochondrie consécutive a la génération et I’accumulation de ROS, et cela de maniere
dépendante de Bax et Bak (\Varadarajan et al., 2015). Ce résultat suggererait que le Maritoclax

est capable d’induire différents types de mort en fonction du contexte cellulaire.

L’efficacité in vivo du Maritoclax a été évaluée sur des xénogreffes issues de I’injection d’une
lignée de leucémie myéloide aiglie (U937), caractérisée par une surexpression de Mcl-1. Ce
composé a été administré par voie intrapéritonéale (IP) a la dose de 20mg/kg/jour pendant 28
jours. Cette étude a montré une diminution significative de la croissance tumorale qui est
restée maintenue jusqu’a plus de 45 jours apres la fin du traitement, avec un taux de 36.4% de
réponse compléte et plus de 50% de réduction dans le volume tumoral par rapport aux
témoins. Cette ¢étude n’a révélé aucune toxicité hématopoiétique, cardiaque ou
d’histopathologies qui auraient pu étre la conséquence de I’inhibition directe et efficace de
Mcl-1 (Doi et al., 2014). Cependant, les souris traitées avec cette molécule manifestent une

somnolence temporaire de 2h post traitement avec une perte de poids équivalente a 5% par
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rapport aux souris non traitées. Ces observations incriminent donc un effet secondaire lié au
traitement. Par ailleurs, aucune évaluation de la diminution dans la prolifération tumorale et
I’augmentation de I’apoptose n’a été évaluée au niveau de la tumeur afin de démontrer un réel
effet sur Mcl-1. Enfin, I’effet du Maritoclax a été évalué sur un mod¢le tumoral d’hémopathie
maligne en addiction totale a Mcl-1 mais, selon nos connaissances, aucune étude n’a
démontré I’effet de cette molécule sur des tumeurs solides exprimant Bcl-x. et Mcl-1 en agent

seul ou en association avec les autres stratégies thérapeutiques.

De nouveaux dérives du Marinopyrrole trés puissants capables de perturber spécifiquement le
complexe Bim/Mcl-1 ont été concus. Parmi ces dérivés, une molécule «lead» a été identifiee.
Cette derniére est capable de diminuer significativement le niveau de Mcl-1 et d’induire le
clivage de la caspase 3 dans plusieurs lignées du cancer du sein. Aucune évaluation de ces

molécules in vivo n’a pour I’instant été rapportée.

111.4.3.2.3. A-1210477

Le BH3-mimétique A1210477 est une petite molécule congue par le groupe Abbvie dans le
but d’inhiber spécifiquement la protéine Mcl-1 (Leverson et al., 2015). Son affinité est
extrémement forte pour Mcl-1 (Ki = 0.45nM) et ne manifeste qu’une faible affinité pour Bcl-2
(Ki = 0.132uM) et Bcel-x. (Ki = 0.660uM). L’analyse d’interaction en utilisant le test de la co-
immunoprécipitation des protéines a démontré que la liaison de 1’A1210477 a Mcl-1 permet
de déplacer Bim de sa poche hydrophobe et d’empécher Mcl-1 d’interagir avec son partenaire
specifique Noxa (Leverson et al., 2015). A I’inverse, ’A1210477 est incapable de déplacer
Bim ou Bcl-xs de la poche hydrophobe de Bcl-2 et Bel-x. respectivement. 1l est également

incapable de perturber I’interaction de Bad avec ces deux protéines (Leverson et al., 2015).

Cet inhibiteur est treés puissant contre différentes lignées cancéreuses dépendantes de Mcl-1
telles que les cellules cancéreuses de myélome multiple (Leverson et al., 2015), de
lymphomes B diffus a grandes cellules (Quentmeier et al., 2016), de cancer des poumons a
petites cellules (Leverson et al., 2015) et de cancer du sein (Xiao et al., 2015). L’A1210477
sensibilise également les cellules cancéreuses a la chimiothérapie conventionnelle et
manifeste une synergie avec les inhibiteurs pharmacologiques de Bcl-x. et Bcl-2 (Kawakami
etal.,, 2016 ; Leverson et al., 2015).

Une étude récente a démontré que 1’A1210477 induit une fragmentation importante de la
mitochondrie indépendante de I’inhibition de Bcl-xL et Mcl-1. Cet effet non spécifique est

dépendant de la protéine DRP-1 impliquée dans la fission mitochondriale car la répression de
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cette derniére empéche la fragmentation mitochondriale et réduit significativement 1’apoptose
induite par cet inhibiteur (Milani et al., 2017). Le mécanisme par lequel 1’A1210477 régule
DRP-1 et la mitomorphologie reste encore a élucider. Ce résultat suggere un effet « hors
cible » de cette molécule (Milani et al., 2017). De plus, en dépit de sa forte affinité pour Mcl-
1, son efficacité sur les cellules in vitro est de I’ordre du micromolaire (10uM), et aucune
étude évaluant son action anti-tumorale in vivo n’a été publiée, suggérant une absence

d’efficacité dans les modéles précliniques.

111.4.3.2.4. S63845

La molécule S63845 est I’un des rares inhibiteurs tres puissant de Mcl-1 récemment identifié
par le groupe Servier. Son affinité pour Mcl-1 est remarquablement forte avec une constante
de dissociation (Kp), estimée de 0.19nM par SPR et 1.2nM par FPA. De plus, son affinité est
tres faible pour Bcl-2 et Bel-xL (Ko = 10,000nM par FPA), le désignant comme un inhibiteur
specifique de Mcl-1. En comparaison, le S63845 est 20 fois plus affin pour Mcl-1 que
Iinhibiteur A1210477 congu par Abbvie. La structure co-crystalisée du complexe
S63845/Mcl-1 révéle que cet inhibiteur est un BH3-mimétique capable d’interagir avec la
cavité hydrophobe de Mcl-1 et d’occuper par son squelette aromatique et son groupement
trifluoromethyle terminal les poches p2 et p4 respectivement. Son groupement carboxyle
interagit avec I’Arg®® et mime ainsi le résidu Aspartate du domaine BH3 (Kotschy et al.,
2016).

Le composé S63845 inhibe efficacement Mcl-1 in vitro et induit une apoptose massive dans
des modeles cellulaires d’hémopathies malignes et cancers solides exprimant fortement Mcl-
1. Les analyses de co-immunoprécipitation et les expériences de knockout ont démontré que
ce BH3-mimétique induit I’apoptose dans les cellules de maniére dépendante de Bax ou Bak.
Cependant, il est incapable de déplacer Bax et Bak de la poche hydrophobe des autres
membres anti-apoptotiques. En comparaison avec I’inhibiteur d’Abbvie (A-1210477), le
S63845 est beaucoup plus actif du fait de sa grande affinité pour Mcl-1, mais également pour
son affinité tres faible pour les protéines du sérum, permettant une biodisponibilité suffisante

pour effectuer pleinement sa fonction (Leverson et al., 2015 ; Kotschy et al., 2016).

Le BH3-mimétique S63845 a été évalué pour son efficacité in vivo sur des xénogreffes de
myélome multiple. L’administration par voie intraveineuse (IV) exerce une activité
anti-tumorale dose-dépendante avec une régression compléte des tumeurs de la plupart des

souris traitées. Des résultats similaires ont été obtenus sur d’autres modeles de xénogreffes
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établies a partir de lignées hématologiques telles que les lymphomes et la leucémie myéloide
chronique. La dose optimale qui ne provoque aucune intolérance ou effet indésirable sur les

tissus normaux a été estimée a 25mg/kg (Kotschy et al., 2016).

Le composé S63845 a également été évalué sur plusieurs lignées cellulaires derivées de
tumeurs solides. Un tiers des cellules issues de mélanome et du cancer du sein sont sensibles
au S63845 et cette sensibilit¢ est inversement corrélée avec l’expression de Bcl-XL. La
combinaison du BH3-mimétique S63845 avec d’autres médicaments qui ciblent les kinases
oncogéniques telles que le Tramétinib (inhibiteur de MEK) ou le Vemurafenib (inhibiteur de
Raf) permet d’induire I’apoptose dans des lignées tumorales de plusieurs cancers solides
(Kotschy et al., 2016). Dans la méme optique, 1’équipe de Lindeman a récemment évalué
I’intérét de combiner I’inhibiteur de Mcl-1 avec la chimiothérapie ou la thérapie ciblée dans le
traitement des cancers du sein (Merino et al., 2017). Le BH3-mimétique S63845 sensibilise
ainsi in vitro des lignées tumorales et des cellules dérivées de PDX (Patient Derived
Xenograft) de cancer du sein au docétaxel, au Lapatinib et au Trastuzumab. L’évaluation de
I’effet de ces combinaisons sur les mémes PDX implantées chez la souris montre une absence
d’effet en agent seul, une bonne tolérance a la combinaison et un ralentissement dans la
croissance tumorale. Les tumeurs reprennent leur prolifération apres 1’arrét du traitement par
la combinaison, suggérant une plus faible efficacité de cet inhibiteur dans les cancers solides
(Merino et al., 2017). Ces résultats démontrent toutefois que Mcl-1 est capable d’étre inhibé
de facon directe par des BH3-mimétiques dont 1’administration in vivo est tolérable et capable

d’entrainer une réponse dans plusieurs types de tumeurs.

111.4.4.1. Pyridoclax : exemple d’un inhibiteur de la famille des

oligopyridines

En 2015, en collaboration avec le Centre d’Etudes et de Recherche sur le Médicament de
Normandie (CERMN, EA4258, Caen) (Pr Anne Sophie Voisin-Chiret et Pr Jana Sopkova-de
Oliveira Santos) notre laboratoire a développé un nouvel inhibiteur de Mcl-1 appartenant a la
famille des oligopyridines. Cette famille de molécule est constituée de foldaméres abiotiques
basée sur un squelette pyridyl. La coopération entre les études de modelisation bio-
informatique, de chimie et de biologie a permis de concevoir, synthétiser et tester ces
molécules pour leur efficacité a mimer le domaine BH3 de Noxa et & inhiber I’activité anti-
apoptotique de Mcl-1. Les tests d’interaction protéine-protéine associant la résonance

plasmonique de surface (SPR) (Dr Fréderic Lopez et Dr Laetitia Ligat, Inserm U103,
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Toulouse) et le BRET (Dr Philippe Juin et Dr Fabien Gautier, Inserm U982) ont permis de
mettre en évidence le Pyridoclax comme le chef de file de cette série de molécules.

L’ensemble de ces résultats a fait ’objet d’un dépdt de brevet international en mars 2014.

Le Pyridoclax est une petite molécule composée d’un squelette pyridyl sur lequel sont
projetées des substitutions latérales mimant les chaines latérales de 1’hélice a du domaine
BH3 de Noxa. Il est constitué de 4 pyridines successives dont les deux centrales portent
respectivement un méthyle et un styryl en position i+4 et i+7. Le groupement styryle en
position i+7 mime le résidu phénylalanine spécifique de Noxa en cette méme position et
augmente ainsi la selectivité du Pyridoclax envers Mcl-1. L’azote terminal du Pyridoclax

263 conservée de Mcl-1, mimant ainsi 1’acide aspartique du domaine BH3

interagit avec I’Arg
(Gloaguen et al., 2015). Le Pyridoclax interagit avec une affinité de I’ordre du nanomolaire
(Kq = 25nM) avec Mcl-1 et permet de déplacer Bim de sa poche hydrophobe (Gloaguen et al.,

2015).

L’efficacité cytotoxique du Pyridoclax a été évaluée dans nos modeles cellulaires de cancer
ovarien. A la dose de 25uM, le Pyridoclax sensibilise les cellules cancéreuses ovariennes (et
plusieurs autres) aux stratégies dirigées contre Bcl-x. (SIRNA contre Bcl-xL ou inhibition
pharmacologique par I’ABT-737) et induit 1’apoptose. Les analyses d’immunoprécipitation
ont démontré que le Pyridoclax déplace Bak et Bim de Mcl-1. Comme les BH3-mimétiques,
le Pyridoclax induit I’expression de Noxa en réponse au stress du RE sans que cette derniere
ne soit impliquée dans le processus apoptotique provoqué par la molécule (Gloaguen et al,
2015). Le Pyridoclax a également montré une activité in vitro comparable au S63845, de
I’ordre du micromolaire, sur des modéles de lymphomes (résultats non publiés, Collaboration
Dr. Gaél Roué, Institut d'Investigacions Biomediques August Pi i Sunyer [IDIBAPS],
Barcelone, Espagne). Une nouvelle série de molécules de la famille des oligopyridines mimes
de Noxa a été synthétisée et évaluée sur les modeles cellulaires des cancers de 1’ovaire lors de

mon travail de thése, et font I’objet d’une publication en cours de finalisation.

L’efficacité préclinique in vivo du Pyridoclax est en cours d’évaluation dans notre laboratoire
et a fait I’objet principal de mon travail de these. Les résultats obtenus seront donc illustrés

dans le chapitre résultats in vivo de ce manuscrit.
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Contexte et objectifs de la these
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La premiére partie de ce manuscrit a mis en évidence la gravité des cancers de 1’ovaire et a
souligné la nécessité de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques permettant
d’améliorer leur prise en charge. L’identification préalable, par les travaux antérieurs du
laboratoire et de la communauté scientifique internationale, des protéines Bcl-x_ et Mcl-1
comme des acteurs majeurs de la survie des cancers ovariens a ouvert de nouvelles
perspectives en terme d’opportunités thérapeutiques pour la prise en charge de ces cancers.
Cependant, les modalités d’inhibition optimale de 1’expression ou de Dactivit¢ de ces

protéines restent a définir avant qu’une application clinique puisse étre mise en ceuvre.

Les différentes possibilités de modulation indirecte de 1’activité ou de 1’expression de ces
protéines anti-apoptotiques ont été présentées dans I’introduction générale de ce manuscrit.
L’intérét d’un certain nombre de ces possibilités est en cours d’investigation dans notre
équipe mais ces stratégies ne constituent pas 1’objet de mon projet de thése. En effet, j’ai
focalis¢ mon attention sur la recherche d’inhibiteurs pharmacologiques directs de ces

protéines, et plus particulierement de Mcl-1.

Concernant I’inhibition de Bcl-xi, la découverte par les laboratoires Abbvie de I’ABT-263
(ou Navitoclax) a en effet constitué une avancée majeure dans le domaine de I’inhibition de
Bcl-2 et Bel-xi, ainsi que dans la mise au point de I’inhibiteur spécifique de Bel-2, I’ABT-199
(ou Venclaxta®). Ces deux inhibiteurs sont engagés dans une démarche de validation clinique,
qui a déja abouti pour le Venclaxta a une autorisation accélérée par la FDA de mise sur le
marché aux USA pour le traitement de certaines leucémies particulierement agressives.
Concernant le Navitoclax, notre équipe s’est engagée aux cotés du CLCC F. Baclesse et du
groupe coopérateur Arcagy-Gineco pour la mise en ceuvre d’un essai clinique actuellement en
cours d’analyse, visant a évaluer l’intérét de cette molécule en monothérapie chez des
patientes atteintes de cancers de I’ovaire chimiorésistants. Notre équipe a en effet montré dans
une eétude menée ex Vvivo sur des tranches de tumeurs ovariennes humaines exposées a I’ABT-
737, qu’une réponse pouvait étre observée dans les tumeurs présentant un fort niveau
d’expression de Bim et un faible niveau d’expression de Mcl-1 et de P-ERK (Lheureux et al.,
2015).

En revanche, I’inhibition de Mcl-1 reste un challenge majeur pour la communauté
internationale, pour les raisons principalement structurales qui ont été évoquées
préecédemment. Divers inhibiteurs directs de Mcl-1, plus ou moins spécifiques et efficaces, ont

été décrits dans la littérature, tel que présenté précédemment. Cependant, jusqu’a récemment,
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aucune molécule efficace in vivo n’avait été décrite et aucun d’entre elles n’est encore utilisée

en essai clinique a notre connaissance.

De tels inhibiteurs de Mcl-1 présenteraient un intérét en tant que tels pour 1’induction de
I’apoptose dans les tumeurs solides dont la survie dépend strictement de Mcl-1. La définition
de tels outils est d’autant plus importante que la littérature récente montre le réle majeur de
Mcl-1 dans la carcinogénése d’une grande variété de localisations tumorales et a
progressivement conduit a la désignation de Mcl-1 comme une cible thérapeutique prioritaire
(Beroukhim et al., 2010). Par ailleurs, la surexpression de Mcl-1 est identifiée comme 1’un des
facteurs majeurs de résistance aux inhibiteurs de Bcl-x. (Navitoclax®) ou de Bcl-2

(Venclaxta®) tel que présenté plus haut. Son inhibition représente donc un double intérét.

L’inhibiteur de Mcl-1 développé par le Laboratoire Servier présente un certain intérét in vitro
et in vivo sur des tumeurs hématologiques lymphoides, myéloides et certaine leucémie
(Kotschy et al, 2016). Son activité in vitro est de I’ordre du nanomolaire et son efficacité est
étroitement liée a I’expression de Mcl-1. En revanche, il semble que son activité soit moindre
sur les tumeurs solides in vivo (Merino et al, 2017). 1l ouvre cependant un réel espoir de voir
I’inhibition pharmacologique de Mcl-1 utilisable prochainement en clinique, sans toxicité

associée.

C’est dans cette perspective que notre Unité s’est engagée dans un programme

d’identification de molécules innovantes potentiellement inhibitrices de Mcl-1.

L’association des expertises du CERMN (Centre d’Etudes et de Recherche sur le Médicament
de Normandie, EA4258) et de notre Unité¢ a permis d’identifier des molécules originales,
appartenant a la famille des oligopyridines dont la synthése a été développée par le CERMN,

comme inhibitrices de Mcl-1.

Les travaux antérieurs de [’Unité ont démontré D'intérét de ces molécules et permis
d’identifier le lead de la série, le Pyridoclax (MR 29072). Cette molécule est capable
d’interagir physiquement avec Mcl-1 et de la séparer des protéines pro-apoptotiques qu’elle
séquestre. Le Pyridoclax sensibilise les lignées tumorales ovariennes aux inhibiteurs de Bcl-x,

in vitro et est actif en agent seul sur les lignées dont la survie dépend uniquement de Mcl-1.

L’objectif principal de ma these était: (i) de travailler sur des molécules dérivées du
Pyridoclax, proposées et synthétisées a 1’issue d’un travail de modélisation moléculaire basé

sur ’interaction de Noxa avec Mcl-1, pour identifier de meilleurs mimes du domaine BH3 de
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Noxa susceptibles de présenter une activité plus importante que celle du Pyridoclax ; (ii)
d’identifier de nouvelles molécules inhibitrices de Mcl-1 en collaboration avec d’autres
équipes de chimie ; (iii) d’évaluer le potentiel anti-tumoral du Pyridoclax (ou de ses dérivés)

in vivo, sur des modeéles de xénogreffes sous-cutanees de cancers ovariens humains.

Au cours des quatre chapitres suivants, je vous présenterai tout d’abord les résultats liés a
I’évaluation biologique in vitro des trois familles de molécules étudiées (dérivés du
Pyridoclax et analogues de MIM1) pour finir par la présentation des travaux réalisés in vivo

avec le Pyridoclax.
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Reésultats in vitro

Partie | : Identification de nouveaux inhibiteurs de la
famille des Oligopyridines

Intérét de la molécule MR31367, dérivée du Pyridoclaxet mime de Noxa
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Préambule

A la suite des travaux réalisés par notre Unité sur le Pyridoclax et ses dérivés (Gloaguen et al.,
2015), nous nous sommes engagés dans la recherche d’analogues du Pyridoclax plus actifs
et/ou plus solubles. Les études de relations structure/activité réalisées sur la premiére série de
dérivés du Pyridoclax ont permis d’identifier des fonctions chimiques indispensables a
I’activité du Pyridoclax sur Mcl-1, telles que présentées sur la Figure 63. Ainsi, les motifs
hydrophobes méthyle et styryle et au moins 1’'un des azotes présents sur les pyridines
terminales sont des ¢léments essentiels a I’ancrage du Pyridoclax dans la poche hydrophobe

de Mcl-1 et & son activité pro-apoptotique.
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Figure 63. Relation structure-activité.

Les dérivés du Pyridoclax obtenus par la substitution de différents motifs chimiques constituant le squelette du
Pyridoclax (motifs encadrés) ont été évalués pour leur activité biologique et ont permis de mettre en évidence les
fonctions chimiques indispensables a 1’activité du Pyridoclax (D’aprés Gloaguen et al., 2015).
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La possibilité d’éliminer un des deux atomes d’azote sur I’une des pyridines terminales sans

perdre I’activité inhibitrice de Mcl-1 ouvre des perspectives de substitution intéressantes.

La recherche d’analogues du Pyridoclax plus actifs apparait d’autant plus pertinente que le
Pyridoclax est actif sur les cellules tumorales ovariennes a des concentrations de 1’ordre de
25uM. En comparaison, I’ABT-737 est actif a partir de concentrations comprises entre 1 a
5uM alors que d’autres inhibiteurs de Mcl-1 ont montré une forte efficacité anti-tumorale sur
différents types de cellules cancéreuses a des concentrations allant de 1 & 10pM. Par ailleurs,
la solubilité du Pyridoclax reste médiocre et a nécessité la synthese du chlorhydrate de
Pyridoclax, plus soluble en milieu aqueux, pour une utilisation in vivo. La recherche de
dérivés plus solubles présente donc un intérét évident pour I’utilisation de ces molécules in

Vivo.

L’objectif de ce travail était donc : (i) d’explorer le site de liaison spécifique de Mcl-1 avec
son partenaire sélectif Noxa pour déterminer les résidus clés de la poche hydrophobe
impliqués dans cette interaction ; (ii) d’explorer un espace chimique nouveau conservant les
éléments essentiels du Pyridoclax mais apportant une diversité structurale permettant

d’augmenter la puissance de I’interaction avec Mcl-1.

Compte tenu des éléments présentés plus haut, nous avons donc choisi de réaliser des
modifications portant sur I’une des deux pyridines terminales, avec une série désignée comme
série « up » lorsque la pyridine située du c6té du styryle est modifiée, et une série « down »
lorsque la pyridine située a proximité du méthyl est remplacée. Les motifs chimiques
introduits ont été choisis sur la base de 1’identification des résidus clés de la reconaissance
Mcl-1/Noxa par modélisation moléculaire, détaillée plus loin. Le CERMN a ainsi procédé a la
sélection et a la synthese de ces molécules, que nous avons ensuite criblées in vitro afin de

sélectionner les plus actives.

Cette etude de validation a comporté : (i) une évaluation de I’activité de ces dérivés dans la
lignée cancéreuse de 1’ovaire IGROV1-R10 dont la survie est dépendante de Bcl-x. et Mcl-1
(ces molécules ont été testées en agent seul ou en combinaison avec les stratégies d’inhibition
de Bcl-x, (siXL ou ABT-737)) ; (ii) une évaluation des interactions du Pyridoclax avec Mcl-1
«in cellulo » par une étude de BRET (collaboration avec Dr. Fabien Gautier et Dr. Philipe
Juin, INSERM U1232, Nantes) ; (iii) une étude de résonnance plasmonique de surface (SPR,
collaboration avec Dr. Frédéric Lopez et Laetitia Ligat, INSERM U1037, Toulouse). La

molécule la plus intéressante de cette série a ensuite été sélectionnée pour une évaluation
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biologique sur d’autres lignées cancéreuses et normales et son mécanisme d’action a été

caractérisé de fagon plus approfondie.

1.1. Conception des déeriveés du Pyridoclax mimes de Noxa

Tel que détaillé précédemment, 1’activité des protéines anti-apoptotiques est contrecarrée par
les protéines pro-apoptotiques BH3-only. Ces derniéres sont classées en BH3-only activateurs
tels que Bim, Bid et Puma, et en sensibilisateurs tels que Bad et Noxa. Le rdle principal des
BH3-only sensibilisateurs est d’interagir avec les protéines anti-apoptotiques pour libérer les
effecteurs pro-apoptotique Bax et Bak et leurs activateurs pour aboutir a 1’induction de la
mort par apoptose des cellules cancéreuses. Contrairement a Bad qui interagit avec la plupart
des protéines Bcl-2-like, Noxa est trés sélectif pour Mcl-1 et Bfl-1 (Chen et al, Molecular Cell
2005). Il apparait donc pertinent de concevoir de nouveaux inhibiteurs spécifiques de Mcl-1

sur la base de la structure de Noxa.

Les études de structure 3D du complexe Mcl-1/Noxa effectuées par le groupe de modélisation
du CERMN ont démontré que cette interaction impliquerait 4 résidus hydrophobes Cys25,
Leu29, Phe32, et Leu36 projetés sur la méme face de 1’hélice o en position i, i+4, i+7 et i+11

respectivement, et occupant les poches hydrophobes p1-p4 de Mcl-1 (Figure 64A).

]

4G, keal mol™ 4G ——y mol™

Figure 64. Dynamique moléculaire du complexe Mcl-1/Noxa.

(A) Histogramme d’énergie libre moyenne des résidus clés non-polaires (histogramme du haut) et polaires
(histogramme du bas) contribuant a ’interaction du domaine BH3 de Noxa avec la poche hydrophobe de Mcl-1.
Le docking du complexe Mcl-1 (en gris) et Noxa (hélice en vert) montre les résidus clés projetés en i, i+4, i+7,
i+11 et i+15 dans lequel Mcl-1 est représentée en gris, le domaine BH3 de Noxa en vert, les résidus chargés
positivement en bleu, et les résidus chargés négativement en rouge. (B) Dynamique moléculaire du complexe
Mcl-1/Noxa présentant les résidus électrostatiques Glu22, Glu24 et Asp34 de Noxa interagissant respectivement
avec Arg248, Lys234 et I’Arg263 de Mcl-1.
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En plus de ces résidus hydrophobes, une forte énergie d’interaction a été¢ également détectée
entre la poche hydrophobe de Mcl-1 et les résidus Arg30 et GIn40 situes en position i+5 et
i+15 respectivement (Figure 64A). L’interaction entre Mcl-1 et le résidu en position i+15 du
domaine BH3 est commune chez toutes les protéines BH3-only telles que Puma, Bim et Bad
(Fogha et al, Journal of Chemical Information and Modeling, sous presse). Le complexe Mcl-
1/Noxa implique également des interactions électrostatiques essentielles : Glu22 (en position
I-3), Glu24 (en position i-1) et Asp34 (en position i+9) qui interagissent respectivement avec
Arg248, Lys234 et I’Arg263 de Mcl-1 (Figure 64B).

La Lysine 234 est tres spécifique de Mcl-1 ; elle est remplacée par une GIn dans Bcl-x. et
Bcl-2. Cette Lysine interagirait avec d’autres résidus des BH3-only tels que le Glul36 de
Puma. Les analyses de Simulation de Dynamique Moléculaire (MDS) (permettant de
déterminer les scores d’interaction entre les différents résidus) ont démontré que le temps
d’interaction de la Lys234 de Mcl-1 avec le Glu136 de Puma représentait 24% du temps de la
simulation, alors que celui de I’interaction avec le Glu24 de Noxa est estimé a environ 50%
du temps (Fogha et al, Journal of Chemical Information and Modeling, sous presse). Par
ailleurs, une étude de mutagenése effectuée sur Bim a révélé que la substitution du
Tryptophane en position i-1 dans le domaine BH3 de Bim par un Glutamate augmente
I’affinit¢ de Bim envers Mcl-1 (Boersma et al, 2008), suggérant que I’apport d’'un Glu en
position i-1 entraine une ’interaction avec la Lysine et augmente 1’affinité et la spécificité de

I’interaction avec Mcl-1.

Nous nous sommes donc attachés & mimer le Glu en position i-1 pour cibler la Lysine 234
afin d’augmenter D’affinité des nouveaux dérivés envers Mcl-1 et d’améliorer ainsi leur

activité biologique.

De ce fait, une nouvelle série de molécules a été congue et synthétisée par le CERMN sur la
base de la structure du Pyridoclax (lead de la premiére génération de molécules de la famille
des oligopyridines). Ces dérivés conservent les deux pyridines centrales a partir desquelles
sont projetés le méthyle et le styryle, et I'une des pyridines terminales. L’azote de 1’autre
pyridine terminale est substitué par différents groupements chargés qui miment le Glu en
position i-1 de Noxa, et qui sont susceptibles d’établir des interactions avec la Lysine 234 de
Mcl-1 (Figure 65).
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« Série down »

« Sérieup »

MR31379

MR31381

Figure 65. Les dérives du Pyridoclax, mimes de Noxa. Ces molécules ont été générées en substituant 1’azote
d’une des deux pyridines terminales du Pyridoclax par 4 motifs différents classés en série « up » et « down ».

L’utilisation des méthodes de docking moléculaire pour modéliser 1’insertion du Pyridoclax

dans la poche hydrophobe de Mcl-1 ont suggéré que le Pyridoclax peut prendre deux

orientations différentes (Gloaguen et al, 2015). En se référant a ces résultats, chaque

groupement chargé a été placé sur I’'une ou 'autre des extrémités du squelette de base du

Pyridoclax a la place d’un des atomes d’azote porté¢ sur 1’une des pyridines terminales,

générant ainsi huit nouveaux dérivés classés en series complémentaires « up» et « down » tel

que présenté dans la Figure 65. Les substituants utilisés sont les suivants :

- Un hydroxyle pour la MR31364 (down) et la MR31379 (up)

- Un acétonitrile pour la MR31365 (down) et la MR31381 (up)

- Un acide acétique pour la MR31366 (down) et la MR31386 (up)
- Un acétamide oxime pour la MR31367 (down) et la MR31382 (up)

Tableau 4. Tableau récapitulatif des différentes molécules et leur substitution respective

Molécules

MR31364

MR31379

MR31365

MR31381

MR31366

MR31386

MR31367

MR31382

Structures

LL

Nomenclature
dela
substitution

Hydroxyle

Hydroxyle

Acétonitrile

Acétonitrile

Acide acétique

Acide acétique

Acétamidoxime

Acétamidoxime
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Les études de docking moléculaire ont démontré que de maniere similaire au Pyridoclax,
chacun des dérivés s’insére dans le sillon hydrophobe et occupe les poches P2 et P4 de Mcl-1.
Ces molécules, comme le Pyridoclax, présentent deux positions différentes dans la cavité
hydrophobe de Mcl-1 et engagent le cycle aromatique du styryl dans une position similaire a
celle retrouveé avec le Pyridoclax, c¢’est-a-dire proche du Phe270 (Figure 66). Dans la premiére
position, I’azote de la pyridine terminale des nouvelles molécules est en contact avec
1I’Arginine 263 de Mcl-1 et le substituant polaire créé, contrairement a 1’azote de la Pyridine
terminale du Pyridoclax, va chercher la Lys234 comme illustré par la MR31367 et le
Pyridoclax sur la Figure 66A. Dans la seconde position, le substituant polaire se retrouve
proche de I’Arg263 (Figure 66B).

Figure 66. Docking moléculaire de I’interaction entre Pyridoclax et MR31367 avec Mcl-1.

Superposition du Pyridoclax (jaune) et de la MR31367 (violet) dans la poche hydrophobe de la protéine humaine
Mcl-1 (h-Mcl-1) (hélices grises) dans la premiére (A) et la deuxieme position (B). Le Pyridoclax est représenté en
jaune, la MR31367 en violet et la poche hydrophobe de Mcl-1 en gris. Exemple de I’interaction de la MR31367
avec la poche hydrophobe de h-Mcl-1 établie par les études de dynamique moléculaire : la protéine Mcl-1 est
représentée sous forme d’hélice a (C) ou de surface grise (D). Les résidus chargés positivement sont en bleu et
les résidus chargés négativement sont en rouge.
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Figure 67. Evaluation de I’effet des dérivés du Pyridoclax sur ’apoptose.
Les cellules IGROV1-R10 ont été traitées avec les 8 molécules a la concentration de 25uM aprés 48h de
traitement avec un ARN interférent dirigé contre Bcl-x, (siXL1, panel de droite) ou un ARN interférent contréle
(siCtrl, panel de gauche). Aprés 24h de traitement, I’effet de ces différents traitements sur la morphologie
cellulaire et nucléaire et la répartition des cellules dans le cycle a été analysé.
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Figure 68. Evaluation de I’effet des dérivés du Pyridoclax sur ’apoptose.
Les cellules IGROV1R-10 ont été traitées par les différentes molécules a la dose de 25uM en agent seul ou en
combinaison avec siXL1. Apres 24h de traitement, I’apoptose induite par ces différents traitements et présentés
Figure 67 a été évaluée (A) par comptage des noyaux condensés et (B) 1’étude de ’expression de la caspase 3 et
de la PARP clivées. (C) Tableau récapitulatif des altérations morphologiques de ’apoptose induites par les
différentes molécules.
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|.2. Evaluation biologique des dérivés du Pyridoclax

L’évaluation biologique de ces nouvelles molécules synthétisées a été effectuée sur la lignée
cancéreuse IGROV1-R10, dépendante de Bcl-xL et Mcl-1. Cette lignée cellulaire est un
modele trés adapté pour le criblage de molécules inhibitrices des protéines anti-apoptotiques
de la famille Bcl-2 (Gloaguen et al, 2015). En effet, I’utilisation d’un inhibiteur de Bcl-x.
(siXL1 ou une molécule pharmacologique ABT-737) en agent seul n’a aucun effet sur ces
cellules alors que sa combinaison avec un inhibiteur de Mcl-1 induit une apoptose massive.
L’utilisation d’un tel mode¢le cellulaire permet de sélectionner les molécules ayant un effet en
combinaison avec les inhibiteurs de Bcl-xL et d’¢liminer rapidement les molécules ne
présentant pas d’activité biologique avérée. Néanmoins, ces molécules sélectionnées ne
pourront pas étre considérées comme inhibitrices directes de Mcl-1 sans des études
d’interactions protéine-protéine complémentaires. En effet, certaines molécules sont capables
de déréguler indirectement Mcl-1, a I’instar du cisplatine qui diminue 1’expression de Mcl-1
(Varin et al, 2010), induisant ainsi une apoptose massive dans les cellules IGROV1-R10
lorsqu’il est associé avec un inhibiteur de Bcl-xL. Les molécules hits devront donc par la suite
étre validées par des études de BRET et de SPR.

1.2.1. Evaluation de I’activité pro-apoptotique

Les huit molécules dérivées du Pyridoclax et mimes de Noxa (MR31364, MR31379,
MR31365, MR31381, MR31366, MR31386, MR313667, MR31382) ont d’abord été évaluées
pour leur activité pro-apoptotique en agent seul a 25uM ou en combinaison avec un ARN
interférent dirigé contre Bcl-xL (siXL1) sur la lignée IGROV1-R10. Le choix de cette dose a
été établi sur la base des résultats précedemment obtenus avec le Pyridoclax. Ce dernier
présente une activité pro-apoptotique a la concentration de 25uM. La toxicité de ces
analogues du Pyridoclax a été évaluée par I’étude de la morphologie cellulaire, de la
fragmentation nucléaire par coloration DAPI des noyaux et par la détection du pic pré-G1 par
cytomérie en flux (Figure 67, 68A et 68C).

L’exposition de ces cellules tumorales ovariennes a ces molécules pendant 24h montre que
ces molécules ne présentent pas d’activité cytotoxique en agent seul, a I’exception de la
MR31367. Cette molécule a une activité modeérée révelée par un détachement cellulaire et un

pic pré-G1 visible sur les histogrammes de contenu en ADN obtenus par cytométrie en flux.
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La combinaison avec le siXL1l a démontré que toutes ces molécules ont une activité
cytotoxique, excepté la MR31366 qui n’a aucun effet sur cette lignée cellulaire (Figure 67,
68A et 68C). L’intensité de 1’apoptose, évaluée a partir du pourcentage de cellules en pré-G1
et de noyaux condenses, est plus fortement prononcée lorsque les cellules sont traitées avec la
MR31367 par rapport aux autres molécules (MR31364, MR31379, MR31365, MR31381,
MR31386, MR31382) (Figure 67, 68A et 68B).

De maniére intéressante, les molécules porteuses de la substitution en « down » a proximité
du méthyle (MR31364, MR31365, MR31367) présentent une activité pro-apoptotique
supérieure a celles des molécules porteuses de la méme substitution en « up », du coté du
styryl (MR31379, MR31381, MR31382 et MR31386), suggérant que la position de la
substitution polaire joue un réle important dans ’activité pro-apoptotique de ces dérives.
Cette observation a été confirmée par la quantification des noyaux condensés ou fragmentés
(Figure 68A) et par évaluation du clivage de la caspase 3 et de la PARP par western-blot
(Figure 68B). Les caractéristiques apoptotiques induites en réponse aux différents traitements

seuls ou combinés au siXL-1 ont été résumees dans la Figure 68C.

Les mémes résultats ont été obtenus en combinant ces molécules avec 1’inhibiteur
pharmacologique de Bcl-x., ABT-737 (résultats non montrés). En effet, I’exposition des
IGROV1-R10 a ces molécules a la dose de 25uM pendant 24h a démontré que la MR31366
reste incapable de sensibiliser cette lignée cancéreuse a I’ABT-737. De plus, la MR31367
conserve sa forte activité pro-apoptotique, et sensibilise ainsi les cellules a I’ABT-737. Les
autres molécules, quant a elles, sensibilisent modérément a I’ABT-737, a I’instar de ce qui a

été observé avec 1’association avec siXL1.

A partir de ces premiers résultats, nous avons conclu que la substitution de 1’azote d’une des
pyridines terminales par différents motifs chimiques dans le but de mimer ’acide glutamique
de Noxa, permet de conserver un effet sensibilisateur a 1’inhibition de Bel-xL dans la lignée
cancéreuse ovarienne IGROV-R10, exception faite de la MR31366. L’activité pro-
apoptotique varie selon les molécules. Ainsi, la MR31367 semble étre la plus active et
représente le hit de cette série. Ce dérivé a donc été sélectionné pour une étude comparative

approfondie vis-a-vis de I’activité du Pyridoclax.
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1.2.1.1. Effet de la MR31367 versus Pyridoclax a la concentration de
25uM

Dans I’objectif de trouver un nouveau lead de la famille des Oligopyridines, nous avons

décidé de comparer I’effet sur 1’apoptose de la MR31367 avec celui du Pyridoclax a la dose

de 25uM (Figure 69).
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Figure 69. Comparaison de I’effet pro-apoptotique entre la MR31367 et le Pyridoclax.

Les cellules IGROV1-R10 sont traitées avec la MR31367 ou le Pyridoclax a la concentration de 25uM en agent
seul ou en combinaison avec les stratégies dirigées contre Bcl-xL (siXL1l, ABT-737). (A) Aprés 24h de
traitement, ’effet de ces différents traitements sur la morphologie cellulaire et nucléaire et la répartition des
cellules dans le cycle a été analysé. (B) Les expressions de Bcl-xi, de la caspase 3 et de PARP ont été étudiées

par western blot.
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Le traitement des IGROV1-R10 avec la MR31367 ou le Pyridoclax en combinaison avec les
stratégies d’inhibition de Bcl-x (SiXL1/ABT-737) a révélé une activité pro-apoptotique
équivalente entre ces deux molécules (Figure 69) représentée par un arrondissement des
cellules et leur décollement, une abondante fragmentation nucléaire et un important pic pre-
GL1. Cette observation a été confirmée en western blot par le clivage de la caspase 3 et de la
PARP. Cependant, contrairement au Pyridoclax, une activité pro-apoptotique a été observée
avec la MR31367 en agent seul. Cette observation suggére que la MR31367 exerce un effet
hors cible ou qu’elle agit comme un « dual inhibiteur » capable d’inhiber a la fois Bcl-x. et
Mcl-1.

1.2.1.2. Effet de la MR31367 versus Pyridoclax utilisés a de faibles

concentrations

Nous avons par la suite procédé¢ a I’évaluation de 1’effet de la MR31367 a des concentrations
plus faibles (10 et 15uM) en agent seul ou en combinaison avec I’ABT-737 sur la méme
lignée cancéreuse. Cette expérience a permis de montrer une activité dose-dépendante de la
MR31367. En absence de Bcl-xi, la MR31367 présente une activité pro-apoptotique a partir
d’une concentration de 15uM et perd son activité cytotoxique en agent seul (Figure 70A).
L’¢étude de I’induction de 1’apoptose via I’évaluation du clivage de la caspase 3 et de la PARP
par western blot a démontré que la MR31367 a 15uM, comme le Pyridoclax a 25uM, est
capable de sensibiliser les IGROV1-R10 a I’ABT-737 et d’induire une apoptose massive
(Figure 70B). Le Pyridoclax, quant a lui, perd la majorité de son activité pro-apoptotique a la
concentration de 15uM en combinaison avec I’ABT-737, comme démontré par la
morphologie cellulaire et nucléaire aprés traitement (Figure 70A). Par ailleurs, la combinaison
de la MR31367 a 15uM avec un inhibiteur de Mcl-1 (siMcl-1) ne manifeste aucune activité
cytotoxique. Cette observation suggére que la MR31367 ne constitue pas un dual inhibiteur de
Bcl-xL et Mcl-1 a cette concentration et que cette molécule présente une affinité accrue pour
Mcl-1 (Figure 70F et G). Enfin, a la dose de 10puM les deux molécules MR31367 et
Pyridoclax perdent complétement leur activité cytotoxique sur cette lignée cancéreuse en

absence de Bcl-x. (Figure 70A).
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1.2.1.3. Evaluation de ’activité cellulaire et apoptotique en temps réel

en réponse a la MR31367

Les effets de la MR31367 a 15uM et du Pyridoclax a 25uM ont également été évalués en
utilisant la technologie d’impédancemétric en temps réel. Une telle approche permet
d’appréhender la prolifération et la mort cellulaire grace a un systtme de mesure
d’impédance, les cellules poussant sur un support de microélectrodes d’or en modifiant le flux
électronique. Les changements morphologiques des cellules affectent différemment la
résistance exercée par les cellules au passage du courant électrique. Ainsi, lorsque les cellules
adherent, s’étalent et proliférent, la résistance au courant électrique augmente, a 1’instar de
I’index cellulaire. Inversement, lorsque les cellules se rétractent, se décollent et/ou meurent,
I’index cellulaire diminue. Ce systéme, commercialisé par la société Roche sous le nom de
systeme « XCELLigence » permet de suivre en temps réel et sans aucun marquage 1’activité
cellulaire pendant un temps pouvant aller jusqu’a plus d’une semaine. Il permet donc
d’étudier le comportement de cellules adhérentes en réponse a un traitement donné. Une
mesure d’impédance peut étre réalisée toutes les 15 minutes, assurant 1’établissement d’une
courbe de croissance d’une trés grande précision, et permettant ainsi de caractériser aussi bien

les événements précoces que tardifs de la réponse cellulaire.

Le traitement des cellules par la MR31367 a 15uM ou le Pyridoclax a 25uM en agent seul
n’affecte pas ’activité cellulaire et les cellules présentent un profil semblable au contrdle
jusqu’a 72h post traitement. Leur combinaison avec 1’ABT-737 induit la chute de 1’index
cellulaire, signifiant ainsi une diminution dans la résistance au courant électrique occasionnée

par la mort et le décollement des cellules (Figure 70C).

La mesure de I’activité des caspases 3/7 en temps réel suite au traitement associant la
MR31367 (15uM) a ’ABT-737 a également été évaluée grace a I’Incucyte, un systéme
d’imagerie cellulaire en temps réel. Cette association induit une augmentation de I’activité des
caspases 3/7 de maniére similaire au traitement par la combinaison Pyridoclax (25uM)/ABT-
737 (Figure 70D). L’induction de 1’apoptose est observée trés rapidement apres exposition au
traitement (8h apres traitement résultats non démontré). En revanche, le Pyridoclax a une
concentration de 15uM en association avec I’ABT-737 n’induit que modérément ’activité des

caspases 3/7 par rapport a son dérivé MR31367 a la méme concentration (Figure 70E).
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Figure 70. Effet de la MR31367 versus Pyridoclax a faibles concentrations.

Les cellules IGROV1-R10 sont traitées avec des concentrations croissantes (10, 15 et 25uM) de MR31367 ou de
Pyridoclax en agent seul ou en combinaison avec I’ABT-737 (5uM). Aprés 24h de traitement, 1’effet pro-
apoptotique de la MR31367 et du Pyridoclax a été évalué par étude de la morphologie cellulaire et nucléaire, du
contenu en ADN (A), mais également par étude du clivage de la caspase 3 et de PARP par western blot (B).
L’activité cellulaire a été évaluée par impédancemétrie en temps réel (C) et par suivi de I’activation des caspases
3/7 clivées par imagerie cellulaire en temps réel (D) en réponse au traitement par la MR31367 (15uM) ou le
Pyridoclax (25pM) en agent seul ou en association avec I’ABT-737. (E) Marquage des cellules par la sonde
caspase 3/7 aprés 48h d’exposition aux différents traitements. (F) les cellules sont traitées par 15uM de
MR31367 apres inhibition de Mcl-1 (siMcl-1). La morphologie cellulaire, nucléaire et la contenance d’ADN
ainsi que clivage de la caspase 3 et PARP ont été analysés (G).
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L’ensemble de ces résultats suggere que le dérivé MR31367 présente une activité¢ en tant
qu’inhibiteur de Mcl-1 & des concentrations inférieures a celles qui sont nécessaires avec le

Pyridoclax ou ses autres dérivés.

1.2.1.4. Evaluation de I’effet pro-apoptotique de la MR31367 sur

d’autres modéeles cellulaires cancéreux et sur les cellules normales

L’effet de la MR31367 a 15uM a également ét¢ étudié sur d’autres lignées cancéreuses
ovariennes en addiction a Bcl-x. et Mcl-1 (SKOV-3) ou uniquement a Mcl-1 (A2780). Cette
derni¢re n’exprime qu’une faible quantité de Bcl-xL et une tres grande quantité de Mcl-1.
L’action d’un inhibiteur de Mcl-1 (ou I’inhibition de son expression) est suffisante pour
induire une apoptose massive dans cette lignée. La mesure de ’activité de la caspase 3/7 en
temps réel dans les cellules SKOV-3 exposées a I’association de la MR31367 ou du
Pyridoclax avec I’ABT-737 a confirmé que, de maniére similaire aux résultats obtenus sur les
IGROV1-R10, la concentration de 15uM de la MR31367 est aussi efficace que la dose de
25UM de Pyridoclax sur cette lignée (Figure 71A).

Dans les précédents travaux sur le Pyridoclax, notre unité a démontré que la sensibilisation de
la lignée cancéreuse A2780 nécessite une concentration de Pyridoclax deux fois plus
importante (50uM au lieu de 25uM) que celle utilisée pour les IGROV1-R10 en raison de la
forte expression de Mcl-1 dans ces cellules (Gloaguen et al, 2015). La mesure de ’activité de
la caspase 3/7 en temps réel a démontré que contrairement au Pyridoclax qui induit une
apoptose massive dans les A2780 a 50uM, la concentration de 25uM en MR31367 est

suffisante pour provoquer un effet équivalent au Pyridoclax a 50 pM (Figure 71B).

Enfin, I’effet de la MR31367 associée ou non a I’ABT-737 a également été évaluée sur la
lignée cancéreuse de poumon A549 et sur une lignée de fibroblastes immortalisés (AG1521).
Comme le montre les résultats présentes sur la Figure 72, ’association induit 1’apoptose dans
la lignée cancéreuse A549 (Figure 72A) mais n’a aucun effet sur les fibroblastes AG1521
(Figure 72B).

En conclusion, la MR31367 a la concentration de 15uM est capable de sensibiliser plusieurs
lignées cancéreuses aux stratégies dirigées contre Bcl-x. tout en n’ayant aucun effet sur les
cellules normales. A cette concentration, 1’activité pro-apoptotique de la MR31367 est

similaire a celle du Pyridoclax a 25uM.
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Figure 71. Effet de la MR31367 et du Pyridoclax sur les lignées cancéreuses ovariennes SKOV-3 et A2780.
Les cellules ont été ensemencées dans des plaques 96 puits. Aprés 24h d’ensemencement, (A) les cellules
SKOV3 ont été traitées ou non avec la MR31367 (15uM) ou le Pyridoclax (25uM) en agent seul ou en
combinaison avec I’ABT-737 (5uM). (B) Les cellules A2780 ont été traitées avec la MR31367 (25uM) ou le
Pyridoclax (25 et 50uM) en agent seul. L’induction de I’apoptose a été suivie en temps réel par la mesure de
I’activité de la caspase 3/7.
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Cette concentration sera ainsi retenue pour la suite des expériences. La substitution de 1’azote
de la pyridine terminale proche du méthyle par un acétamide oxime semble donc améliorer
’activité pro-apoptotique du Pyridoclax, vraisemblablement en augmentant son affinité a

Mcl-1 par la liaison de ce motif avec la Lys234.

- ABT-737 + ABT-737

SubG1:3,83%

A549

SubG1:1,98% == SubG1:3,33%

AG1521

Figure 72. Effet de la MR31367 en agent seul ou en combinaison avec ’ABT-737 sur les cellules
cancéreuses de poumon et les fibroblastes humains immortalisés. (A) La lignée cancéreuses pulmonaire
Ab549 et (B) la lignée de fibroblastes humains AG1521 ont été traitées avec la MR31367 (15uM) en agent seul
ou en combinaison avec I’ABT-737 (5uM). Aprés 24h de traitement, les morphologies cellulaires et nucléaires et

le contenu en ADN ont été analysés.
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1.2.1.5. La MR31367 induit une apoptose déependante de Bak

L’interaction de la MR31367 avec la protéine pro-apoptotique Mcl-1 a été mise en évidence
par 'immunoprécipitation de Mcl-1 aprés 8h d’exposition a la MR31367 seule ou en
association avec I’ABT-737. Cette technique nous a permis d’étudier les modifications

induites par la MR31367 au niveau des interactions de Mcl-1 avec ses partenaires (Figure 73).

A 1’état basal, Mcl-1 est liée a Bak, Bim et Noxa mais pas a Bax (Figure 73), comme attendu.
L’ABT-737 étant incapable d’interagir avec Mcl-1, I’exposition de ces cellules a cet agent ne
modifie pas 1’équilibre d’interaction de Mcl-1 avec ses partenaires. Cependant, une
augmentation de Bim sur Mcl-1 a été observée suite a ce traitement suggérant que le Bim
libéré de la protéine Bcl-x. par I’ABT-737 est capturé par Mcl-1 (Figure 73A). Le traitement
par la MR31367 seule permet de déplacer Bak et Bim de Mcl-1. L’association de la MR31367
avec ’ABT-737 a également permis de déplacer Bak et partiellement Bim de Mcl-1 (Figure
73A). Ce déplacement partiel de Bim est probablement di a son relargage par Bcl-x. du fait
de I’action de ’ABT-737. Il est a noter que la MR31367 est incapable de déplacer Noxa de
Mcl-1, vraisemblablement en raison de la forte interaction existant entre ces deux protéines.
Au contraire, nous observons davantage de Noxa lié a Mcl-1 aprés traitement avec la
MR31367 (Figure 73A, panel de gauche). Ceci s’explique par le fait que, a I’instar du
Pyridoclax (Gloaguen et al, 2015), la MR31367 induit le stress du RE et 1’expression
subséquente de Noxa, comme en témoigne 1’augmentation de Noxa dans les lysats totaux des

cellules traitées avec la molécule (Figure 73A, panel de droite).

Pour démontrer I’importance de Bak dans I’induction de 1’apoptose induite par la MR31367,
nous avons évalué 1’effet de la combinaison MR31367/ABT-737 en présence et en absence de
Bak et/ou Bax (Figure 73B). Les résultats ont mis en évidence que I’inhibition de 1’expression
de Bax par un ARN interférent n’a aucun effet sur I’apoptose induite par cette combinaison,
comme le montre 1’analyse des morphologies cellulaires et nucléaires et le pourcentage de
cellules en pré-G1. En revanche, I’inhibition de 1’expression de Bak diminue fortement les
effets pro-apoptotiques de cette combinaison. Enfin, I’inhibition concomitante de Bax et Bak
ne permet pas de potentialiser 1’effet anti-apoptotique induit par 1’inhibition de Bak seule

(Figure 73B).
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Figure 73. Effet de la MR31367 sur D’interaction de Mcl-1 avec ses partenaires. (A) Les cellules IGROV1-
R10 ont été traitées avec la MR31367 (15uM) seule ou en association avec I’ABT-737 (5uM). Aprés 8h
d’exposition, les interactions de Mcl-1 avec Bax, Bak, Bim et Noxa ont été évaluées aprés immunoprécipitation
et western blot (panel de gauche). L expression de ces protéines dans le lysat total a été analysée par western blot
(panel de droite). (B) L’expression de Bax et/ou de Bak dans la lignée cellulaire IGROV1-R10 a été inhibée par
des siARN spécifiques (siBax et siBak) avant que les cellules soient traitées avec la MR31367 (15uM) en
association ou non avec I’ABT-737 (5 uM) pendant 24h. L’induction de I’apoptose a été évaluée en analysant les
morphologies cellulaires et nucléaires, le contenu en ADN, le comptage des noyaux condensés et 1’étude du
clivage de la caspase 3 et de PARP.
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1.2.1.6. Implication de Noxa, Bim et Puma dans la réponse au
traitement par la MR31367

Les résultats de I’immunoprécipitation de Mcl-1 ont donc montré que la MR31367 était
incapable de déplacer Noxa de Mcl-1. Cette protéine est induite en réponse au traitement par
la MR31367, probablement engendré par le stress du RE généralement induit en réponse au
traitement par les molécules a comportement BH3-mimétique (Figure 74A). Cette induction
pourrait donc étre a I’origine du déplacement de Bak et Bim de Mcl-1 et de I’induction de
I’apoptose. Pour écarter cette hypothése, nous avons évalué I’effet de 1’inhibition de Noxa par
un SiARN (siNoxa) sur 1’apoptose induite par la combinaison MR31367/ABT-737 sur la
lignée IGROV1-R10. Les résultats de cette expérience ont démontré que 1’absence de Noxa
n’empéche pas la survenue de 1’apoptose et la sensibilisation de ces cellules a I’ABT-737 par

la MR31367 (Figure 74B).

Pour valider ces résultats, nous avons cherché a savoir si la MR31367 était capable de
déplacer Bak en absence de Noxa. Mcl-1 a donc été immunoprécipité et le déplacement de
Bak par la MR31367, seule ou en combinaison avec I’ABT-737, a pu étre observé en dépit de
I’inhibition de I’expression de Noxa (Figure 74C). Ces résultats démontrent donc que la
MR31367 permet de libérer Bak de Mcl-1 de facon totalement indépendante de la présence de
Noxa.

Nous avons également constaté qu’en réponse au traitement par la MR31367, les protéines
BH3-only Bim et Puma sont également induites en fonction du temps (Figure 74A). Pour
déterminer le réle de ces deux protéines dans la réponse au traitement par la MR31367 en
association avec I’ABT-737, nous avons procédé a I’inhibition de ces deux protéines en
utilisant des siARN spécifiques (siBim et siPuma) (Figure 74D). Les analyses de morphologie
cellulaire et nucléaire et du contenu des cellules en ADN ont démontré que 1’effet pro-
apoptotique provoqué par I’association MR31367/ABT-737 n’est pas réprimé de fagon
majeure en absence de Bim et/ou Puma, suggérant que ces deux protéines ne sont pas

impliquées dans 1’apoptose induite par la combinaison.
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Figure 74. Implication des BH3-only dans I’apoptose induite par ’association MR31367/ABT-737. (A) Les
cellules IGROV1-R10 ont été traitées ou non avec la MR31367 et I’expression des BH3-only Noxa, Bim et
Puma a été analysée a différents temps post-traitement par western blot. (B) Les cellules IGROV1-R10 ont été
traitées par la MR31367 en agent seul ou en combinaison avec I’ABT-737 en absence ou en présence de Noxa.
L’effet de ce traitement sur la morphologie cellulaire et nucléaire ainsi que le contenu en ADN a été analysé. (C)
Aprés 8h d’exposition, les interactions de Mcl-1 avec Bak et Noxa ont été évaluées aprés immunoprécipitation et
western blot (panel de gauche). L’expression de ces protéines dans le lysat total a été analysée par western blot
(panel de droite). (D) Les cellules IGROV1-R10 ont été traitées par la MR31367 seule ou en combinaison avec
I’ABT-737 en absence ou en présence de Bim et Puma et I’effet de ce traitement sur la morphologie cellulaire et
nucléaire ainsi que le contenu en ADN a été analyse.
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BRET ratio

1.2.1.7. La MR31367 perturbe I’interaction de Mcl-1/Bim

La capacité de la MR31367 a perturber ’interaction entre Bim et Mcl-1 a été évalué a Nantes
(Dr. Fabien Gautier et Dr. Philipe Juin, INSERM U1232, Nantes) par la technique du BRET.
Cette technique permet de détecter et de quantifier I’intensité des interactions protéine-
protéine dans des cellules vivantes en évaluant I’énergie de transfert entre un donneur (BimL,
fusionnée a la luciférase) et un accepteur (Mcl-1, fusionnée a une protéine fluorescente en
jaune (YFP)). La luciférase va catalyser I'oxydation du substrat coelenterazine, faisant ainsi
apparaitre la coelenteramide au niveau du site actif de I'enzyme a I'état excité. Le retour a
I'é¢tat fondamental donne lieu a I'émission de photons (chimiluminescence). Un transfert
d'énergie de résonance (RET) est possible depuis le complexe enzymatique a coelenteramide
excitée vers une molécule acceptrice, I’YFP ici, si la distance entre les deux protéines est
inférieure a 10 nm. L YFP ainsi excitée, cette derniére va émettre de la fluorescence a une
longueur d’onde de 527 nm. Le traitement des cellules cancéreuses mammaires MCF-7 avec
des concentrations croissantes de MR31367 ou de Pyridoclax a démontré que la MR31367 est
capable de perturber efficacement le complexe Bim/Mcl-1 dans ces cellules dans une
fourchette de concentration comprise entre 10 et 50uM et que cette perturbation est
legérement plus importante que celle du Pyridoclax (Figure 75A). Pour confirmer ces
résultats, 1’effet de la MR31367 sur le complexe Bim/Mcl-1 a été comparé avec la MR31366
dont I’activité était nulle (contrdle négatif). Dans cette expérience, la MR31367 garde son
efficacité a perturber le complexe Bim/Mcl-1, tandis que la MR31366 ne manifeste aucun

effet déstabilisateur en dépit des fortes concentrations utilisées (Figure 75B).
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Figure 75. Effet de la MR31367 sur le complexe BimL/Mcl-1. La déstabilisation du complexe BimL/Mcl-1 en
réponse au traitement par différentes concentrations de MR31367 par rapport (A) au Pyridoclax ou (B) la
MR31366 a été évaluée en utilisant la technique du BRET dans la lignée cellulaire MCF-7. Les résultats sont
représentés par des courbes dose réponse.
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Afin d’évaluer I’affinité de la MR31367 pour Mcl-1, une étude de SPR a été conduite a
Toulouse (Dr. Frédéric Lopez et Laetitia Ligat, INSERM U1037). Cette technique utilise le
phénomeéne de la résonance plasmonique de surface (RPS ou, en anglais, SPR pour "surface
plasmon resonance") afin de déterminer les valeurs des constantes d’association (ka) et de
dissociation (kd), et d’en déduire la constante d’affinité (KD). Dans ce but, la protéine de
fusion purifiée His-Mcl-1 (Produite par le Dr. Ludovic Carlier, Université Pierre et Marie
Curie, Paris) a ét¢é immobilisée sur la surface d’une "chip sensor" recouverte d’acide
nitrilotriacétique. Une solution contenant les molécules a tester a été injectée a un débit
constant a I’aide d’un circuit microfluidique dans le syst¢tme afin de mettre en contact la
molécule avec Mcl-1. Lorsque la molécule se lie a ou se sépare de Mcl-1, un changement de
I’index de réfraction a la surface de la chip se produit. Ce dernier est détecté par le systéme et
enregistré par le logiciel de contréle sous forme « d’unités de résonance" (RU). Lorsque la
molécule se lie, il y a une augmentation du signal SPR. A I’inverse, lorsqu’elle se sépare de

Mcl-1 le signal SPR diminue.
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Figure 76. Liaison en temps réel de la MR31366 et de la MR31367 sur la protéine de fusion His-Mcl-1.
Cing injections successives des molécules (A) MR31366 et (B) MR31367 ont été réalisées a des concentrations
croissantes (de 6,25uM a 100uM) sur une chip senseur recouverte de Mcl-1 immobilisé via le motif His. Les
injections des molécules ont duré 120s et ont été séparées par des phases de dissociation de 10s. Une phase de
dissociation de 10min a suivi la derniére injection. (C) Tableau récapitulatif des constantes d’association (Ka),
de dissociation (Kd), et d’équilibre (KD) de la MR31366 et la MR31367 sur Mcl-1 déterminés a partir des études
de SPR.
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La capacité des molécules MR31367 et MR31366 (respectivement active et inactive au
niveau biologique) a se lier & Mcl-1 a donc été evaluée par SPR. Ces deux molécules sont
capables d’interagir avec Mcl-1 (Figure 76A et 76B), mais de maniere surprenante, la
constante d’affinité KD de la MR31367 est de ’ordre du mM (Figure 76C), alors que la
MR31366, qui n’a aucun effet pro-apoptotique, posseéde une KD proche de 70uM. A titre de
comparaison, le Pyridoclax a une constante d’affinité pour Mcl-1 de I’ordre du nanomolaire
(Gloaguen et al, 2015). Ceci pourrait s’expliquer par le fait que la conformation de Mcl-1 lors
des études par SPR, différente de celle in cellulo lorsque Mcl-1 est ancré dans la membrane
mitochondriale, ne permette pas 1’ancrage de la MR31367 dans la poche hydrophobe de Mcl-
1.
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Figure 77. Liaison en temps réel de la MR31367 sur la protéine Mcl-1. Cing injections successives de (A)
MR31367 ont été réalisées a des concentrations croissantes (de 6,25uM a 100uM) sur une chip senseur
recouverte de Mcl-1 immobilisé via une amine. Les injections des molécules ont duré 120s et ont été séparées
par des phases de dissociation de 10s. Une phase de dissociation de 10min a suivi la derniere injection. (B)
Tableau récapitulatif de la constante d’association (Ka), de dissociation (Kd), et d’équilibre (KD) de la
MR31367 sur Mcl-1 déterminés a partir des études de SPR.

Par conséquent, un nouveau protocole d’immobilisation de Mcl-1 sur la « chip sensor » a été
récemment réalisé. Dans un premier temps, un fragment de Mcl-1 de 17,9 kDa (172-327aa) a
été immobilisé sur la chip senseur via une amine de la protéine, et non plus par le motif His et
I’injection de la MR31367 a 5 concentrations successives (de 6,25uM a 100uM) n’a mis en
évidence qu’une trés faible interaction (résultats non présentés). La méme expérience a été
réitérée avec la protéine entiere (1-350aa), également immobilisée via une fonction amine
(Figure 77A). Une nouvelle constante d’affinité a pu ainsi étre calculée et s’est révélée de
I’ordre du uM (Figure 77B). L’interaction entre le Pyridoclax et Mcl-1 a également été testée

avec ce protocole d’immobilisation et la constante d’affinité calculée est toujours de 1’ordre
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du nM (résultats non présentés). Il semblerait donc que le protocole d’immobilisation de Mcl-

1 soit crucial pour la survenue de son interaction avec la MR31367.

En conclusion, la MR31367 présente une affinité pour Mcl-1 et est capable de déplacer Bak et
Bim de sa poche hydrophobe. Cependant, elle est incapable de déplacer Noxa de Mcl-1, mais
son activité est indépendante de la présence de Noxa. Par ailleurs, 1’apoptose induite par la

MR31367 dépend en grande partie de la libération de Bak de Mcl-1.

1.3. Discussion et conclusions

La recherche de potentiels inhibiteurs de Mcl-1 sur la base de la structure du Pyridoclax, un
inhibiteur de Mcl-1 de la famille des oligopyridines, a donc permis la conception et la
synthese de 8 analogues du Pyridoclax. L’objectif était d’identifier des molécules plus actives

et/ou plus solubles que le Pyridoclax.

Les différentes modifications apportées a la structure chimique du Pyridoclax ont été choisies
sur la base d’un travail de modélisation qui s’est appuyé sur la forte affinité et spécificité de
Noxa avec Mcl-1. Le but était de mimer la forte interaction entre le Glu 24 de Noxa et la
Lysine 234 de Mcl-1, ce résidu n’étant pas impliqué a ’origine dans I’interaction avec le

Pyridoclax.

Tout en conservant les motifs structuraux du Pyridoclax indispensables a son activité
biologique, 4 motifs chimiques différents ont été greftés a la place d’un des atomes d’azote de
I’une des 2 pyridines terminales, générant ainsi 2 séries complémentaires, « up» et « down »,
de 4 composés. L’effet de ces 8 composés sur 1’apoptose en association avec des stratégies
dirigées contre Bcl-xL a été évalué sur une lignée cancéreuse ovarienne dont la survie dépend
de Mcl-1 et Bcl-x.. Nous avons ainsi pu mettre en évidence que 6 des 8 molécules
présentaient une activité pro-apoptotique modérée et que 1’une d’entre elle n’avait aucune
activité. En revanche, la derniére molécule, sur laquelle a été greffé un acétamide oxime en
« down », la MR31367, était capable d’induire fortement 1’apoptose lorsque Bel-xL était

inhibé, et présentait méme une activité en agent seul a la concentration de 25uM.

L’étude comparative avec le Pyridoclax a permis de montrer que la MR31367 perdait son
activité en tant qu’agent seul a 15uM mais était toujours active a cette concentration en
association avec les stratégies anti-Bcl-x.. Cette activité était comparable & celle du
Pyridoclax a la concentration de 25uM. Nous avons confirmé par la suite que la MR31367

était plus active que le Pyridoclax puisque son effet pro-apoptotique sur d’autres modeéles de
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lignées tumorales persistait a des concentrations ou le Pyridoclax n’était plus actif. Ces
résultats montrent que la substitution de 1’azote de la pyridine terminale proche du méthyle
par un acétamide oxime améliore 1’activité pro-apoptotique du Pyridoclax, vraisemblablement

en augmentant son affinité pour Mcl-1 par la liaison de ce motif avec la Lys234.

L’immunoprécipitation de Mcl-1 a mis en exergue que la MR31367, a I’instar du Pyridoclax
(Gloaguen et al., 2015), était capable de déplacer Bim et Bak de Mcl-1. L’utilisation d’ARN
interférents a permis de montrer que 1’inhibition de Bak protégeait contre 1’apoptose induite
par 1’association MR31367/ABT-737. Ces résultats suggérent qu’a I’instar de la molécule de
Servier, la S63845 (Merino et al., 2017), la libération de Bak de Mcl-1 par la MR31367
constitue un ¢élément majeur de 1’induction de la mort. En revanche, Bim et Puma ne semblent
pas impliqués puisque leur inhibition par des ARN interférents n’a pas empéché la mort

induite par la combinaison.

En dépit du fait que la MR31367 ait été concue comme un mime de Noxa, elle est incapable
de déplacer Noxa de Mcl-1. Ceci laisse a penser que cette molécule a moins d’affinité pour

Mcl-1 que Noxa.

Cet élément est essentiel puisque, suite au traitement par la MR31367, nous avons observé
I’augmentation de 1’expression de Noxa et de son interaction avec Mcl-1. L’induction de
Noxa a également été observée apres traitement avec le Pyridoclax (Gloaguen et al., 2015) et
est la conséquence du déclenchement du stress du RE. En effet, ce dernier est induit par la
plupart des molécules BH3 mimétiques (Albershardt et al., 2011), et il en est de méme pour la
MR31367 (résultats non présentés). L’induction de I’expression de Noxa et sa liaison
subséquente avec Mcl-1 pouvant étre a ’origine du déplacement de Bak et Bim de Mcl-1,
nous avons évalué I’interaction de Mcl-1 en absence de Noxa. Nous avons ainsi pu montrer
que Bak était toujours déplacé par la MR31367, a ’instar de Bim (résultats non présentés).
Ceci suggeére donc gque la MR31367 est capable de libérer Bak de Mcl-1 de facon directe, et
de sensibiliser les cellules IGROV1-R10 aux stratégies anti-Bcl-x. de fagon complétement
indépendante de Noxa.

Afin de valider la MR31367 en tant qu’inhibiteur direct de Mcl-1, des études permettant
I’évaluation des interactions protéine-protéine ont été réalisées. Des études de BRET ont mis
en évidence la capacité de la MR31367, a I’instar du Pyridoclax, a perturber 1’interaction
Bim/Mcl-1dans la lignée d’adénocarcinome mammaire MCF-7. Comme attendu, la MR31366

n’a eu aucun effet sur la stabilit¢ du complexe Bim/Mcl-1. Néanmoins, de maniére
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surprenante, nous n’avons pas pu valider ces résultats par les premicres études par SPR
puisque la MR31367 présente une constante d’affinité de 1’ordre du mM alors que celle du
Pyridoclax est de I’ordre du nM. Néanmoins, une modification du protocole d’immobilisation
a permis d’améliorer considérablement 1’interaction entre la MR3167 et Mcl-1, suggérant que
la conformation de la protéine est cruciale pour son interaction avec la MR31367. Il reste

maintenant & optimiser ce protocole et a tester la MR31366 et le Pyridoclax en paralléle.

En dépit de ces derniers résultats, la MR31367 semble étre un inhibiteur de Mcl-1 plus actif
que le Pyridoclax, et pourrait présenter un intérét certain dans le cadre d’une stratégie
thérapeutique visant a induire 1’apoptose dans les cellules cancéreuses. Son intérét in vivo doit
désormais étre évalué pour définir si son activité est réellement plus intéressante que celle du

Pyridoclax.
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Partie Il : Evaluation de P’activité biologique des
analogues de MIM1
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I1.1. Présentation de Miml

MIM1 (Mcl-1 Inhibitor Molecule 1), comme illustré dans la troisiéme partie de mon
introduction, est I’une des premiéres molécules BH3-mimétiques ciblant Mcl-1. Elle a été
identifiée suite au criblage a haut débit d’une chimiotheque de plus de 70 000 composes.
Cette molécule a été sélectionnée pour sa capacité a déplacer le peptide stabilisé du domaine
BH3 de Mcl-1 (SAHBA) de la poche hydrophobe de la protéine Mcl-1, et pour son incapacité
a déplacer Bad-BH3 de la poche de Bcl-x. (Cohen et al., 2012). La molécule MIML1 présente
une tres grande sélectivité pour Mcl-1 mais son affinité pour ce dernier est moderée ; elle est

estimeée a 4,78uM.

L’évaluation biologique de MIM1 a fait I’objet de plusieurs publications. Il a été démontré
que cette molécule favorise 1’oligomérisation de Bax et la perméabilisation des liposomes en
présence de t-Bid. Son activité pro-apoptotique a été validée sur plusieurs lignées leucémiques
dépendantes de Mcl-1 et agit en synergie avec I’ABT-737 dans un modéle dont la survie
dépende de Bcl-xL et Mcl-1 (Cohen et al., 2012). Cet effet est entierement aboli dans les
cellules dépourvues de Bax et Bak. Une étude plus récente comparant I’activité pro-
apoptotique de différents inhibiteurs de Mcl-1 sur des lymphocytes T-Jurkat déficients ou
reconstitués en Bak, a démontré que MIML, en présence de Bak, a une activité modérée a
partir de 10uM. Par ailleurs, la combinaison de I’ABT-737 avec MIM1 & 10 pM ne manifeste
aucune cytotoxicité sur la lignée de carcinome du poumon a grandes cellules H1299
(\Varadarajan et al., 2013). Cette étude a mis en évidence que MIM1 exerce un effet anti-
tumoral tres modéré sur les cancers solides caractérisés par 1’expression de Bcl-x. et Mcl-1.
Par ailleurs, aucune étude in vivo impliquant ’utilisation de cette molécule n’a été publiée a

ce jour.

11.2. Etudes antérieures : évaluation de P’effet de MIM1 sur

les lignées canceéreuses ovariennes

Notre unité s’est également intéressée a 1’effet de MIM1 sur nos modeéles de lignées tumorales
ovariennes. Son effet a été d’abord évalué sur la lignée chimiorésistante IGROV1-R10, dont
la survie dépend de Bcl-x. et Mcl-1. La molécule MIM1 a donc été combinée avec
I’inhibition de Becl-xL par un ARN interférent (siXL1). Cette molécule a également été
combinée avec I’inhibition de Mcl-1 (siMcl-1) pour analyser ses effets sur la survie cellulaire

en absence de cette protéine. Ainsi, I’exposition des cellules IGROV1-R10 a différentes

206



concentrations de MIM1 (10 et 25uM) en absence de Bcl-x. (siXL1) a démontré qu’a la
concentration de 25uM, MIML1 induit une mort par apoptose dans ces cellules. Cependant,
I’utilisation d’une concentration plus faible, comme décrit dans la littérature, diminue
fortement 1’activité pro-apoptotique de MIM1 (Figure 78B). Par ailleurs, en absence de Mcl-
1, MIM1 ne potentialise pas I’apoptose, et ce quelle que soit la concentration utilisée,
confirmant que MIM1 présente une activité sélective pour Mcl-1 (Figure 78B). En
comparaison avec le Pyridoclax, 1’activité pro-apoptotique de MIML1 est plus faible sur notre

modéle cellulaire de cancer de ’ovaire.
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Figure 78. Evaluation de I’effet de MIM1 sur les lignées cancéreuses ovarienne IGROV1-R10 et A2780.
(A) Structure de MIM1. (B) Les cellules IGROV1-R10 ont été transfectées par des ARN interférents siXL1 et
siMcl-1 dirigés contre Bcl-xL et Mcl-1 respectivement. 48h apres transfection, les cellules ont été traitées par
différentes concentrations de MIM1 (10 et 25uM). Aprés 24h de traitement, les morphologies cellulaires et
nucléaires ainsi que le contenu en ADN ont été analysés. (C) Les cellules A2780 ont été traitées par différentes
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concentrations de MIM1 (10 et 25uM). Aprés 24h de traitement, les morphologies cellulaires et nucléaires ainsi
que le contenu en ADN ont été analysés.

L’effet de MIM1 a également été testé sur la lignée A2780 (Figure 78C). Cette derniére
présente une forte addiction a Mcl-1, I’inhibition de cette protéine induisant une apoptose
massive dans ces cellules. L’utilisation de MIM1 en agent seul devrait donc suffire pour
induire la mort de ces cellules. Ainsi 1’exposition des cellules A2780 aux précédentes
concentrations de MIM1 pendant 24h n’a montré aucun effet cytotoxique sur ces cellules.
Toutefois, nous n’avons pas testé de concentrations plus élevées de MIM1 pour pouvoir le
comparer au Pyridoclax qui lui agit a la concentration de 50uM sur cette lignée (Gloaguen et
al., 2015).

Dans le but d’améliorer 1’activité de cette molécule, de nouveaux dérivés de MIM1 ont été
élaborés. Ils ont été concus en modulant différentes parties du squelette de MIM1. Ce projet a
été mené en collaboration avec le Dr René Grée (Institut des Sciences Chimiques de Rennes —
CNRS UMR 6226, Rennes) qui a entrepris la partie synthése de ces nouveaux analogues et le
Dr Nicolas Levoin qui a réalisé la modélisation de I’interaction de ces dérivés avec Bcl-Xx et

Mcl-1.

Ce travail a commencé pendant la thése d’Abdelghani Jébahi au cours de laquelle notre
équipe, en collaboration avec ’'UMR CNRS 6226 de Rennes, a mis en évidence 1’intérét des
différentes parties constituant le squelette de MIML1. En effet, la premiére modulation a porté
sur la substitution de 3 parties de cette molécule; la partie polyphénolique, le motif
cyclohexane et le groupe méthyle, tout en conservant le coeur hétérocyclique thiazolyl.
L’évaluation biologique d’une trentaine de molécules issues de ces modulations sur notre
modele cellulaire IGROV1-R10 a permis de mettre en évidence une intéressante relation
structure-activité. Cette derniere a démontré que la partie polyphénolique de MIM1 est
indispensable pour conserver son activité pro-apoptotique. Cela a été soutenu par les études
de docking moléculaire qui ont montré que MIML1 interagit avec Mcl-1 via cette partie (Figure
79A). En revanche, la substitution du motif cyclohexane et du groupe méthyle par des noyaux
aromatiques dans certains dérivés a montré une nette amélioration dans 1’activité cytotoxique

de MIM1 (Figure 79B).
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Partie modulable pourront étre
remplacées par des aromatiques

Partie non modulable
indispensable a conserver

Figure 79. Structure-activité des analogues de MIM1 premiére génération. (A)

Image de docking moléculaire de MIML1 dans la poche hydrophobe de Mcl-1. (B) Résultats d’analyse structure /
activité sur la premiére série des analogues de MIM1, montrant les parties modulables (en rose clair) et la partie
non modulable entourant le polyphénol indispensable pour 1’activité pro-apoptotique (en vert clair).

Sur la base de ces résultats, et au cours de mon projet de these, nous avons évalué 1’effet de la

substitution des deux parties cyclohexyle (position 1) et méthyle (position I1) par des cycles

aromatiques (benzyle, phényle ou pyridine) sur I’amélioration de 1’activité pro-apoptotique de

ces dérivés (Figure 80).

Position Il :
Remplacement du cyclohexyle
par un
Benzyle, phényle ou pyridine

Position Il :
Remplacement du méthyle
par un
Benzyle, phényle ou pyridine

Position | :
Partie indispensable
a conserver

Figure 80. Schéma représentatif des différentes parties du squelette de MIM1 qui seront modulées.

11.3. Les analogues de MIM1 seconde génération

La seconde géneration des analogues de MIM1 a été générée par la substitution des motifs en

position 11 et Il par un cycle aromatique de nature benzyle, phényle, ou pyridine. Cette
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modulation a permis de générée 14 nouvelles molécules récapitulées dans le tableau ci-

dessous.

Tableau 5. Récapitulatif des différents analogues de MIM1 de seconde génération

MiMm1

En position | : polyphénol
En position Il : cyclohexyle
En position Il : un méthyle

Nom de Structure Type de modulation Nom de Structure Type de modulation
molécule molécule
AHAN1-14 N s En position Il : un groupe 3-| AHANS8-14 En position II: un groupe para-
=R - N S . N
(j \NF\% pyridine a la place du ,”%j\ éthylbenzyle a la place du
N NI cyclohexyle. Ny cyclohexyle
En position 1l un groupe En position Ill: un groupe phényle
HO on phenyle a la place du méthyle o a la place du méthyle
OH HO OH
AHAN2-14 N En position Il : un groupe para- AHAN9-14 En position Il: un groupe benzyle
; O’ = S/ éthylbenzene a la place du (M= a la place du cyclohexyle
Et v N% cyclohexyle. N En position lll: un groupe benzyle
En position Il : un groupe _/ a la place du méthyle
o - phenyle a la place du méthyle Lo
OH HO.)_“DH
AHAN3-14 M8 En position Il : un groupe phényle | AHAN11-14 En position Il : un groupe 3,5
: ©/ N a la place du cyclohexyle S bistrifluorobenzyle a la place du
A En position 11l : un noyau 2- AN cyclohexyle
pyridine a la place du méthyle En position I1l: un groupe phényle
He T, o a la place du méthyle
AHAN4-14 En position Il : un groupe phényle | AHAN12-14 s En position II: un groupe benzyle a
N s a la place du cyclohexyle /Nr(j la place du cyclohexyle
©/ Nf En position Il : un noyau 3- N En position Ill: un groupe phényle
A pyridine a la place du méthyle M a la place du méthyle
X .
HO OH
OH HO OH
AHAN5-14 : ,,§<s y En position Il : un groupe phényle | AHAN13-14 A En position II: un groupe phényle
( N a la place du cyclohexyle o a la place du cyclohexyle
() 3 la place du cyclohexyl A~ la place du cyclohexyl
o4 "\ En position Ill par un noyau 4- \\.,_/_ "/\ En position I1l: un groupe benzyle
d“’" pyridine a la place du méthyle . :<<‘ a la place du méthyle
HO OH e o
AHANG6-14 En position Il: un groupe AHAN1-15 En position II: un groupe benzyle a
parachlorobenzyle a la place du . la place du cyclohexyle
NSy cyclohexyle A En position Ill: un groupe para-
TN B En position Ill: un groupe NS chlorobenzyle a la place du
1 ] phényle a la place du méthyle méthyle
HO '(‘;H OH
AHAN7-14 En position Il : un groupe benzyl AHANA4-15 5. En position Il : un groupe benzyl 3-

3-pyridine a la place du
cyclohexyle ; e

En position Il par un groupe
phényle a la place du méthyle

pyridine a la place du cyclohexyle
En position Ill : un groupe 4-
pyridine a la place du méthyle
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11.4. Evaluation biologique des analogues de MIM1 de

seconde genération.

11.4.1. Evaluation de ’effet pro-apoptotique a 25uM

Les différentes molécules de cette génération ont ¢été d’abord testées a la concentration de
25uM sur la base des précédents résultats obtenus avec MIM1. Les cellules IGROV1-R10 ont
été exposées a ces différentes molécules, seules ou en combinaison avec des ARN interférents
dirigés contre Bcl-x, (siXL1) ou Mcl-1 (siMcl-1). Les résultats de ce premier criblage ont
démontré qu’aucune de ces molécules ne présente une activité cytotoxique en agent Seul. Leur
combinaison avec un inhibiteur de Bcl-x. et Mcl-1 a révélé que la plupart de ces molécules
étaient actives en absence de Bcl-x_ et de Mcl-1 et qu’elles présentaient une activité pro-
apoptotique intense (résultats non présentés). Néanmoins, 1’effet observé pourrait étre un effet

« off target » en raison de la forte concentration utilisée.

Sur la base de ces observations, ces analogues ont donc été testés une seconde fois a des

concentrations plus faibles sur le méme modele cellulaire.
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11.4.2. Evaluation de I’effet pro-apoptotique a 10uM

Ces molécules ont ensuite été testées a de plus faibles concentrations (1 et 10uM) sur le méme
modele cellulaire en combinaison avec les ARN interférents dirigés contre Bcl-x. et Mcl-1. A
la concentration de 10uM, toutes les molécules restent actives en absence de Bcl-x.. En
revanche, leur combinaison avec I’ARN interférent siMcl-1 a permis de classer ces molécules

en deux catégories différentes :

- Des potentiels « dual-inhibitors » présentant une activité pro-apoptotique contre Bcl-
XL et Mcl-1 parmi lesquelles on distingue AHANZ2-14, AHANG6-14, AHANS-14,
AHAN9-14, AHAN11-14, AHAN12-14, AHAN1-15 et AHAN4-15 (Figure 81).
L’intensité de I’activité pro-apoptotique de ces différentes molécules est trés variable
d’une molécule a une autre. Les plus efficaces sont: AHANZ2-14, AHANG-14,
AHANS-14, AHAN12-14 et AHAN4-15 (Figure 81).

- Des potentiels inhibiteurs spécifiques de Mcl-1 a cette concentration (AHAN1-14,
AHANS3-14, AHAN4-14 et AHAN5-14 et AHANT7-14), dont les plus efficaces sur le
modele cellulaire IGROV1-R10 sont AHAN4-14 et AHAN5-14 et AHANT7-14 (Figure
82). Ces molécules exhibent une activité pro-apoptotique nettement supérieure a celle
de MIML1.,

Par ailleurs, aucune molécule issue de ces modifications ne montre d’activité uniquement sur
Bcl-xL, suggérant que la substitution du cyclohexyle et du méthyl par ces noyaux aromatiques
ne semble pas augmenter la spécificité de ces analogues pour Bcl-xi, ni diminuer leur affinité
pour Mcl-1. Enfin, a la concentration de 1uM, aucune de ces molécules, qu’elle soit dual
inhibiteur ou inhibiteur spécifique de Mcl-1, ne montre une activité pro-apoptotique sur ce

modele cellulaire (résultats non présentés).

En conclusion, les analogues de MIML1 issus de la substitution du cyclohexyle et du méthyle
par des motifs aromatiques (benzyle, phenyle ou pyridine) sont actifs a la concentration de
10uM sur le modéle des IGROV1R-10. Cette concentration a donc été conservée pour la suite

de nos évaluations.
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Figure 81. Effet des analogues de MIM1 potentiels dual-inhibitors & 10uM sur les cellules IGROV1-R10.
Les cellules IGROV1-R10 ont été transfectées par un siARN dirigé contre Bcl-x, (siXL1, panel de gauche) et
Mcl-1 (siMcl-1, panel de droite) pendant 48h avant d’étre traitées avec les différentes molécules a la
concentration de 10uM. Aprés 24h de traitement, les morphologies cellulaires et nucléaires ainsi que le contenu
en ADN ont été analysés. Les molécules les plus actives sont encadrées en rouge.
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Figure 82. Effet des analogues de MIM1 potentiels inhibiteurs spécifiques de Mcl-1 a 10uM sur les cellules
IGROV1-R10.

Les cellules IGROV1-R10 ont été transfectées par un siARN dirigé contre Bcl-x, (siXL1, panel de gauche) et
Mcl-1 (siMcl-1, panel de droite) pendant 48h avant d’étre traitées avec les différentes molécules a la
concentration de 10uM. Apres 24h de traitement, les morphologies cellulaires et nucléaires ainsi que le contenu
en ADN ont été analysés. Les molécules les plus actives sont encadrées en rouge.

215



11.4.3. Evaluation de D’effet des analogues de MIM1 seconde

géneration sur les cellules A2780

A T’instar des résultats obtenus sur le modéle des IGROV1-R10 (en addiction a Bcl-x. et Mcl-
1), les molécules les plus actives dans les deux catégories d’inhibiteurs ont été testées sur la
lignée cellulaire A2780. Cette derniere présente une forte expression de Mcl-1 dont
I’inhibition induit une apoptose massive dans ces cellules. Elles ont aussi un faible taux
d’expression de Bcl-XL, et la combinaison d’un inhibiteur de Bcel-X. tel que I’ABT-737 avec

I’inhibition de Mcl-1 ne fait qu’augmenter le taux d’apoptose dans cette lignée.

L’exposition des cellules A2780 a ces différentes molécules a la concentration de 10uM en
agent seul pendant 24h a démontré que les «dual inhibitors » (AHAN2-14, AHANG-14,
AHANS-14, AHAN12-14 et AHANA4-15) induisent une apoptose massive dans cette lignée.
Cette activité apoptotique est également conservée a la concentration de 5uM (Figure 83).
Cependant, les molécules perdent leur activité pro-apoptotique a la concentration de 1uM

(résultats non présentés).

A Tlinverse, les molécules potentiellement inhibitrices spécifiques de Mcl-1 (AHAN4-14
AHANS-14 et AHANT7-14) n’ont pas d’activité sur cette lignée a la concentration de 10uM.
L’augmentation de la concentration de ces molécules a 25uM entraine cependant 1’induction
d’une apoptose modérée (Figure 84). Cette lignée exprime un taux trés élevé de Mcl-1 par
rapport aux IGROV1-R10, expliquant probablement la nécessité d’une concentration plus

élevée de ces molécules pour inhiber toutes les protéines Mcl-1 contenues dans ces cellules.

En comparant I’effet cytotoxique de ces deux catégories de molécules sur les A2780, nous
avons constaté que les molécules potentiellement « dual-inhibitors » ont une grande efficacité
sur ces cellules par rapport aux potentiels inhibiteurs de Mcl-1. Cette efficacité est
probablement due a I’inhibition concomitante de Mcl-1 et Bcl-x. par les « duals-inhibitors »,
contrairement aux molécules présentant une activité plus spécifique de Mcl-1. L’activité de
ces derniéres pourrait étre augmentée en les combinant avec 1’inhibiteur de Bcl-x.. Cette

investigation n’a pour I’instant pas été réalisée.

En conclusion, les « duals inhibitors » présentent donc une forte activité pro-apoptotique sur
les A2780 a la concentration de 5uM. Par ailleurs, les molécules potentiellement inhibitrices
de Mcl-1 sont plus actives que MIM1 et présentent une activité anti-apoptotique sur les

A2780 a la concentration de 25uM. La substitution du cyclohexane et du méthyle avec des
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cycles aromatiques semble donc augmenter 1’efficacité de ces analogues sur les A2780 par

rapport a la molécule mere MIM1 qui ne manifeste aucune activité pro-apoptotique a la

concentration de 25uM.
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Les cellules A2780 ont été traitées avec les différentes molécules aux concentrations de 5 et 10uM. Apres 24h de
traitement, les morphologies cellulaires et nucléaires ainsi que le contenu en ADN ont été analysés.
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Figure 84. Effet des analogues de MIM1 potentiels inhibiteurs spécifique de Mcl-1 a 10 et 25uM sur les
cellules A2780. Les cellules A2780 ont été traitées avec les différentes molécules aux concentrations de 10 et
25uM. Apres 24h de traitement, les morphologies cellulaires et nucléaires ainsi que le contenu en ADN ont été
analysés.

11.4.4. Etablissement d’une relation structure-activité

Les résultats obtenus dans cette étude montrent que la substitution du cyclohexyle et du
méthyle par des groupes benzyle, phényle ou pyridine permet d’obtenir deux catégories de
molécules : (i) des molécules ayant une activité dual-inhibiteur sur Bcl-x. et Mcl-1 et (ii) des
molécules potentiellement inhibitrices de Mcl-1. Pour comprendre le role des différentes
substitutions dans 1’augmentation de la spécificité pour Mcl-1, nous avons établi une relation
structure-activité et classé leur efficacité en se basant sur les résultats présentés plus haut
(Figure 85).

La double modulation en position Il et 111 de MIM1 remplagant le cyclohexyle et le méthyle
par un groupe benzyle génére la molécule AHAN9-14 qui présente une action dual inhibiteur
sur Bel-x. et Mcl-1. Son activité pro-apoptotique sur les cellules IGROV1-R10 est modeérée.
Le remplacement du benzyle en position Il de cette molécule par un phényle génére
également un dual inhibiteur, AHAN13-14, dont I’activité pro-apoptotique est également

modérée. Cependant, le remplacement du benzyle sur la position 111 de la AHAN9-14 avec un
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Mcl-1

m Inhibiteur puissant de Mcl-1

Bel-x,

phenyle génere la AHAN12-14, un des plus puissants dual-inhibiteurs dont I’activité pro-
apoptotique est tres importante contre les cellules IGROV1-R10 (10uM) et A2780 (5uM).
Cependant, la substitution du benzyle ou du phényle sur les positions 1l et 11l de la AHAN12-
14 par un parachlorobenzyl génere des molécules, AHANG-14 et AHAN1-15, également

dual-inhibiteurs dont I’activité anti-apoptotique est similaire a celle de la AHAN12-14. Par

ailleurs, la substitution du benzyle en position Il avec un paraéthylbenzen ou paraéthylbenzyl

permet d’obtenir des molécules, AHAN2-14 et AHANS8-14, présentant aussi une action dual-

inhibiteurs et I’intensité de 1’activité pro-apoptotique sur les cellules IGROV1-R10 et A2780
est identique a celle de la AHAN12-14.

1

1

1 "o
_ —

1

I

I

\

,-- AHAN-9-14 - _

_ Mcl-1 Belx,
,- AHAN-13-14 -.
| = ;
: at l
‘. Mc-1 Belx, | S

Inhibiteur modéré de Mcl-1

Inhibiteur modéré de Bcl-x,

m Inhibiteur puissant de Bcl-x,

« Dual-inhibitor » de Bcl-x, et Mcl-1

Inhibiteur spécifique
de Mcl-1

,-- AHAN-1-14 -.

' Al
' 1
1 . I
T p
gy

: 1
1

]
1

]
1

RN ek ||

Pyridine a la place du benzyl
Augmente la sélectivité pour Mcl-1

« Dual-inhibitors » de Bcl-x, et Mcl-1 puissants

AHAN-6-14

AHAN-1-15
Le remplacement du méthyle )
phényle ou benzyle
augmente l'activité

|
AHAN-12-14

s
Y macSy
\N_J

Replacement du benzyle ou phényle :
méme activité «dual-inhibitors »

AHAN-2-14 AHAN-8-14

« Dual-inhibitors »
puissant

Remplacement du benzyle :

nhibiteurs sélectifs de Mcl-1 paraéthylbenzen ou paraéthylbenzyle
Méme activité: «dual-inhibitors »

AHAN-4-15

puissant

AHAN-7-14

Benzyle-pyridine a la place
de la pyridine

Lintroduction de deux Pyridines:
la sélectivité pour Mcl-1 perdue, I'activité conservée

AHAN-4-14

,-- AHAN-3-14 -

s
0

Une pyridine a la place d’'un phényle: une sélectivité compléte pour Mcl-1
Une activité optimale est obtenue lorsque I'azote est en position 3 et 4 dans la pyridine
Son emplacement en position 2 diminue l'activité

Figure 85. Schéma récapitulatif de la relation structure-activité des analogues de MIM1 seconde

génération.

A T’inverse, la substitution du benzyle en position II sur ’AHANI12-14 par une pyridine
(AHAN1-14) aboutit a une molécule plus spécifique de Mcl-1 que de Bcl-x., alors que sa

substitution avec un benzyle-pyridine génere une molécule (AHANT7-14) entierement
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spécifique de Mcl-1. De la méme maniére, le remplacement du phényle en position Il par une
pyridine génére aussi des molécules (AHAN4-14 et AHAN5S-14) totalement spécifiques de
Mcl-1. 1l est & noter que la position de 1’azote dans la pyridine joue un réle important sur
I’activité pro-apoptotique de ces molécules. En effet, en dépit de leur spécificité pour Mcl-1,
I’atome de I’azote en position 3 ou 4 au niveau de la pyridine (molécules AHAN4-14,
AHANS5-14 et AHAN7-14) semble avoir une activité pro-apoptotique plus importante que
celle ayant I’atome d’azote en position 2 (AHAN3-14). Enfin, I’introduction de pyridines sur
les positions 1l et I11 de MIM1 génere un dual inhibiteur tres puissant (AHAN4-15).

En conclusion, I’introduction d’un groupement benzyle (chlorobenzyle, ethylbenzéne ou
ethylbenzyle) ou d’un groupement phényle en position Il et 111 a la place du cyclohexyle et du
méthyle dans le squelette de MIM1 génere des molécules dotées d’une activité pro-
apoptotique plus puissante que celle de MIM1, mais une spécificité qui concerne a la fois Bcl-
xL et Mcl-1 (AHAN2-14, AHANG6-14, AHANS8-14, AHAN12-14 et AHAN1-15). En
revanche, I’introduction d’une pyridine dans I’une de ces positions garde la spécificité de ces
analogues de MIM1 pour Mcl-1 tout en augmentant fortement leur activité pro-apoptotique
(AHAN4-14, AHAN5-14, AHAN7-14 et AHANS3-14). Enfin, l’introduction de deux

pyridines au niveau des deux positions géenére au contraire un dual-inhibiteur (AHAN4-15).

I1.5. Conclusion générale

L’¢évaluation de MIM1 dans les cellules cancéreuses ovariennes a démontré une activité pro-
apoptotique sur les IGROV1-R10 a la concentration de 25uM (en présence d’un inhibiteur de
Bcl-xL). En comparaison avec le Pyridoclax, I’activité cytotoxique de MIMI1 semble
cependant relativement faible. Par ailleurs, son évaluation sur les cellules A2780 en addiction
a Mcl-1 a démontré qu’a la concentration de 25uM, MIM1 est complétement inactif. Cette
observation est a I’encontre de ce qui a ¢été reporté dans la littérature par Cohen et ses
collégues qui montrent que 1’exposition de cellules de leucémie lymphoide complétement
dépendante de Mcl-1 a la molécule MIM1 induit un effet apoptotique a partir de 10uM
(Cohen et al., 2012).

La relation structure-activité établie sur la premiére génération des analogues de MIM1
congue par modulation de trois différents sites de MIM1 (polypheénol (position I), cyclohexyle
(position IT) et méthyle (position III)) a démontré que I’activité pro-apoptotique de cette
molécule nécessite la conservation des trois hydroxyles du noyau polyphénol (Cohen et al.,

2012) et les travaux antérieurs du laboratoire). De plus, contrairement a ce qui a été rapporté
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dans les études initiales sur la préférence pour le couple méthyle et groupement aromatique de
MIM 1, la substitution de ces deux éléments par des noyaux aromatiques augmente 1’efficacité

de cette molécule (Cohen et al., 2012 ; thése Abdelghani Jébahi).

En se basant sur ces résultats, une seconde génération d’analogues de MIM1 a été modélisée
et synthétisée en substituant le cyclohexyl et le méthyle en position Il et Il respectivement
par des groupe benzyle, phényle ou pyridine. Cette modélisation a permis la création de 14
molécules différentes. L’évaluation biologique de ces molécules sur la lignée IGROV1-R10
en agent seul ou en combinaison avec les stratégies d’inhibition de I’expression de Bcl-x. et
Mcl-1 a permis de mettre en évidence deux catégories d’inhibiteurs : des molécules a action
dual-inhibiteur de Bcl-x_ et Mcl-1 et des molécules potentiellement inhibitrice de Mcl-1.
Toutes ces molécules analogues de MIM1 agissent & des concentrations plus faibles que celle
de la molécule mere (10puM vs 25uM) avec une bonne efficacité. Leur efficacité a également
été démontrée sur la lignée A2780 en addiction a Mcl-1. La comparaison entre les molécules
dual-inhibiteurs et les potentiels inhibiteurs spécifiques de Mcl-1 ont démontré une efficacité
équivalente, sur les IGROV1-R10 (action a 10uM), lorsque Bcl-xL est inhibé. Cependant,
dans les A2780, les duals-inhibiteurs semblent plus efficaces que les molécules spécifiques de
Mcl-1 (entre 5 et 10uM vs 25uM). Cette différence est probablement due au faible taux de
Bcl-xL qui est inhibé dans le cas des molécules duals inhibiteurs par rapport a celles
spécifiques de Mcl-1. La combinaison de ces derniéres avec un inhibiteur de Bcl-x. tel que

1I’ABT-737 pourrait améliorer leur efficacité (expérience planifiées).

Les études de relation structure-activité réalisées sur cette nouvelle génération a démontré que
I’introduction d’un groupement benzyle substitu¢ d’un chlore, d’un éthyle ou d’un
groupement phényle au niveau de la position Il ou Il de la molécule MIM1 générerait des
molécules & action «dual-inhibiteurs » de Bcl-x. et Mcl-1 (AHAN2-14, AHANG-14,
AHANS-14, AHAN12-14 et AHAN1-15) tres efficaces contre les cellules cancéreuses

ovariennes.

L’introduction d’une pyridine en position Il ou Ill de la structure de MIM1 augmente la
spécificité des molécules pour la protéine Mcl-1. Le rdle des pyridines pour cibler
spécifiguement Mcl-1 a également été démontré avec le Pyridoclax (Gloaguen et al., 2015).
En effet, les études de relation structure activité établies sur la premiére génération des
molécules de la famille des oligopyridines a mis en évidence que 1’élimination de 1’une des

deux pyridines terminales constitutives du Pyridoclax abolit completement son activité pro-
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apoptotique. Par ailleurs, les études de modélisation moléculaire ont démontré que 1’azote de
ces pyridines interagit avec 1’Arg263 de Mcl-1. Sur la base de ces observations, 1’azote des
pyridines greffées en positions Il et 111 des molécules AHAN3-14, AHAN-4-14, AHAN5-14
et AHAN7-14 pourrait également interagir avec 1’Arg263 de Mcl-1, augmentant ainsi leur
affinité pour cette protéine. Les études de modelisation moléculaire de ces molécules sur Mcl-

1 a effectivement démontré cette interaction (résultats non présentes)

Les travaux de chimie réalisés pour la production d’analogues de MIM1 ont conduit a la
synthése de molécules nettement plus actives que la molécule d’origine, parfois avec une
perte de spécificité pour Mcl-1. Si les études que nous avons menées montrent 1’intérét de ces
analogues pour entrainer la mort des cellules tumorales ovariennes qui dépendent de Mcl-1
pour leur survie, il reste aujourd’hui nécessaire de démontrer de fagon formelle la réalité de
I’interaction entre ces molécules et les protéines Mcl-1 ou Bcl-x. par des études
complémentaires des interactions protéine-protéine, en utilisant des techniques de BRET, de
SPR ou enfin les tests de polarisation de fluorescence (FPA). Ces travaux sont envisagés pour
les mois a venir, avant la finalisation de la publication associée a ce travail (a soumettre début

2018 a « Journal of Medicinal Chemistry »).
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Résultats in vivo

Evaluation préclinique du Pyridoclax,
Inhibiteur de Mcl-1

Evaluation de effet anti-tumoral du Pyridoclax et de la toxicité associée
sur des modeles de xénogreffes sous-cutanées de cancers ovariens
humains
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111.1. Effet du Pyridoclax in vitro

Les travaux réalisés en commun par le Centre d'Etudes et de Recherche sur le Médicament de
Normandie (modélisation moléculaire et syntheése chimique), notre équipe (évaluation
biologique) et d’autres partenaires nationaux (¢tude des interactions protéine-protéine) ont
permis de démontrer 1’intérét d’une nouvelle famille d’inhibiteurs de Mcl-1 appartenant a la
famille des oligopyridines dont la molécule lead, la MR29072, a ét¢ nommée Pyridoclax
(Gloaguen et al., 2015). A la concentration de 25uM, le Pyridoclax est capable de sensibiliser
nos modeles cellulaires de cancer ovarien aux stratégies dirigées contre Bcl-x. (SIRNA contre
Bcl-xL ou inhibition pharmacologique par I’ABT-737) et d’induire une apoptose massive

(Gloaguen et al, 2015).

Suite aux résultats encourageant obtenus in vitro, nous nous sommes intéressés a 1’évaluation
de I’efficacité du Pyridoclax in vivo. Ce dernier présente une forte perméabilité membranaire
(Pe 16x10° Cm/s) qui permet son adsorption dans les cellules. En revanche, il est trés
faiblement soluble dans une solution aqueuse (9,4uM a pH 7.4) ce qui limite son efficacité en
milieu physiologique (Groo et al, 2017). Afin de palier & cette faible solubilité en milieu
physiologique, le CERMN a produit un sel de Pyridoclax, le chlorhydrate de Pyridoclax ou
MR33709 (soluble a 33.6uM a pH 7,4) (Groo et al., 2017). L’évaluation biologique in vitro
du sel de Pyridoclax a démontré une activité pro-apoptotique similaire a celle du Pyridoclax
sur les cellules cancéreuses ovariennes IGROV1-R10 lorsque les molécules sont combinées a
I’ABT-737. Ces deux traitements induisent en effet un arrondissement des cellules et leur
décollement, une abondante fragmentation nucléaire et un important pourcentage de cellules
en pré-G1 (Figure 86A). Les clivages de la caspase 3 et de la PARP observeés en western blot

valident ces observations (Figure 86B).
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Figure 86. Comparaison de I’effet pro-apoptotique entre le Pyridoclax et le sel de Pyridoclax. Les cellules
IGROV1-R10 sont traitées avec le Pyridoclax ou son sel a la concentration de 25uM en agent seul ou en
combinaison avec I’ABT-737 (5uM). (A) Aprés 24h de traitement, ’effet de ces différents traitements sur la
morphologie cellulaire et nucléaire et la répartition des cellules dans le cycle a été analysé. (B) Les expressions
de la caspase 3 et de PARP ont été étudiées par western blot.

L’objectif de notre étude est d’évaluer in vivo ’efficacité du sel de Pyridoclax dans les
différents modeéles tumoraux ovariens humains en agent seul ou en association avec
’inhibiteur pharmacologique de Bcl-x,, I’ABT-263 (Navitoclax®) actuellement en
développement clinique. Cette étude a pour objectifs principaux la détermination de
I’efficacité anti-tumorale du Pyridoclax sur nos modéles de xénogreffes tumorales ovariennes,
mais également I’identification de la dose et de la voie d’administration optimales qui

permettent d’obtenir une forte activité anti-cancéreuse, en combinaison ou non avec I’ABT-
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263 et enfin d’évaluer la toxicité du sel de Pyridoclax sur notre modéle animal de souris

femelles Nudes immunodéprimées Foxn-1.

111.2. Les modeles de xénogreffes

L’efficacité du sel de Pyridoclax in vivo a été appréciée sur des modéles de tumeurs établies a
partir de trois lignées cancéreuses ovariennes humaines IGROV1-R10, SKOV-3 et A2780 qui
présentent différents niveaux d’addiction a Bcl-x. et/ou & Mcl-1. Ces cellules ont été
inoculées en sous-cutané au niveau des flancs de souris Nudes immunodéprimées Foxn-1. Les
tumeurs qui en dérivent sont caractérisées par des histologies diverses, parfois méme au sein

de la méme tumeur (Figure 87).

Figure 87. Aspect histologique des différents modéles de xénogreffes utilisés au laboratoire. Coloration
HES des xénogreffes développées en sous-cutané et issues de I’injection des lignées tumorales ovariennes
IGROV1-R10, SKOV-3 et A2780. Les composantes nucléaires, colorées en bleu par 1’hématoxyline, la
composante cytoplasmique, les fibres tissulaires et les produits extracellulaires sont révélés en rouge par
I’érythrosine et le tissu conjonctif et les fibres de collagénes sont colorés en jaune par le safran.

En effet, les modéles tumoraux établis a partir des lignées IGROV1-R10 et SKOV-3, toutes
deux dépendantes de Bcl-x. et Mcl-1, présentent un aspect d’adénocarcinome ovarien séreux
faiblement différencié associé a une composante a cellules claires plus ou moins représentée.

Les tumeurs issues de I’injection de la lignée A2780, dont la survie dépend de Mcl-1,
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présentent quant a elles une histologie séreuse tres indifférenciée et une architecture
irreguliére (Figure 87). Ce modeéle, tres agressif, présente spontanément des foyers de nécrose
et d’hémorragie. La nécrose tumorale refléte la souffrance des tissus tumoraux et résulte d’un
défaut de vascularisation ou fait suite a une apoptose massive induite par différents stimuli ou
agents thérapeutiques. Les tumeurs nécrotiques peuvent contenir une masse de liquide

visqueux générée par la dégradation des cellules cancéreuses et par la réponse inflammatoire.

111.3. Etude de toxicité du sel de Pyridoclax

Nous avons commence par déterminer la dose maximale du sel de Pyridoclax tolérée par
notre modéle animal de souris immunodéprimées Nude Foxn-1 femelles. Une premiére étude
de toxicité avait été réalisée sur des souris males NMRI par le Groupe Mémoire et Plasticité
Comportementale (GMPC, Pr M. Boulouard et Pr T. Fréret EA4259, Caen). Dans cette étude,
les NMRI ont recu par voie orale deux doses du sel de Pyridoclax, 10 ou 100mg/kg, et leur
comportement a été surveillé a différents intervalles de temps pendant 48h. A ces doses, les
souris NMRI n’ont présenté aucun symptome de souffrance suggérant ainsi une tolérance

élevée au sel de Pyridoclax.

Sur la base de ces résultats, nous avons évalué la toxicité du sel de Pyridoclax sur notre
modele animal. Cette molécule a été préparée a 50mg/kg et 100mg/kg et administrée par voie
orale. L’administration de la dose de 100mg/kg du sel de Pyridoclax a immédiatement
provoqué de séveres effets indésirables qui se sont manifestés par un isolement et une
mobilité réduite de la souris, une paleur, une respiration pénible et une tachycardie conduisant
au déces de la plupart des souris 1h aprés le traitement. L’autopsie de ces souris a révélé la
présence d’cedémes au niveau de la trachée et des foyers hémorragiques au niveau de
I’estomac. Aucune autre anomalie n’a été détectée dans les autres organes. Ce résultat suggere
que la dose de 100mg/kg est une dose létale pour notre souche de souris. En revanche, la dose
de 50mg/kg administrée par voie orale pendant 3 jours successifs a été parfaitement tolérée
par les souris. Aucune anomalie n’a été constatée sur leur comportement ou sur les organes

apres autopsie. Cette dose a donc été retenue pour I’administration orale du sel de Pyridoclax.
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[11.4. Evaluation de D’effet du sel de Pyridoclax sur les

xénogreffes de lignées tumorales ovariennes humaines
111.4.1. Effet de I’ABT-263 sur les xénogreffes de lignées

tumorales ovariennes

Cette étude a été réalisée afin de déterminer I’effet de I’ABT-263 en agent seul sur les
modéles de tumeurs ovariennes humaines IGROV1-R10 et SKOV-3 et d’¢éliminer ainsi
éventuellement les modéles expérimentaux presentant une forte sensibilité a ce traitement. En
effet, in vitro, les lignées IGROV1-R10 et SKOV-3 sont dépendantes de Bcl-x. et de Mcl-1 et
leur apoptose est étroitement liée a D’inhibition concomitante de ces deux protéines.
Cependant, les caractéristiques moléculaires des tumeurs issues de ces lignées et leur
sensibilité a ’ABT-263 n’ont pas été établies in vivo. Nous avons donc étudié I’effet anti-
tumoral de I’ABT-263 sur ces tumeurs avant de procéder a sa combinaison avec le sel de

Pyridoclax.

-
ABT-263

Figure 88. Effet de ’ABT-263 sur la peau des souris Nude. Photos comparatives entre les souris
traitées par I’ABT-263 (A) ou par son excipient (B).

Les souris porteuses de tumeurs établies a partir des lignées cancéreuses IGROV1-R10 et
SKOV-3 ont été traitées a I’ABT-263 a la dose de 100mg/kg (dose utilisée dans la littérature,
Tse et al., Cancer Res 2008 ; Shoemaker et al., Clin Cancer Res 2008) pendant 7 jours
consécutifs. L’administration de ’ABT-263 par voie orale n’a révélé aucune toxicité chez les
souris. Néanmoins, six heures apres la premiére administration, les souris traitées avec I’ABT-

263 ont développé une réaction caractérisée par de petites taches rouges réparties sur tout le
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corps. En revanche, ce symptome n’est pas observé dans le groupe de souris ayant regu son
excipient (Figure 88). Cette réaction se manifeste uniquement en réponse a la premiére
administration et disparait au fil du temps en dépit des différentes réitérations. Nous pensons
qu’il s’agit d’un purpura thrombopénique. L’utilisation de I’ABT-263 est en effet connue pour
provoquer une importante thrombopénie, qui peut se traduire au niveau cutané par un purpura
tel que celui que nous avons observé. Cette observation démontre que 1’ABT-263 administre
par voie orale est capable de passer les barriéres biologiques et de passer dans la circulation
systémique. Il est a noter également que cette hypersensibilité est également observée chez les
souris traitées par la combinaison sel Pyridoclax /ABT-737.

L’analyse immunohistochimique (IHC) de I’induction de 1’apoptose, reflétée par le marquage
de la forme clivée de la caspase-3, a montré un niveau d’apoptose suffisant pour affirmer que
la molécule a bien atteint la tumeur mais également suffisamment faible pour permettre
I’exploitation ultérieure de ces modéles afin d’évaluer ’activité anti-tumorale du Pyridoclax

(Figure 89) .

IGROV1-R10 SKOV-3

Témoin ABT-263 Témoin ABT-263

v v
-

Figure 89. Le niveau d’induction de la caspase 3 clivée en réponse au traitement avec ’ABT-263 en agent
seul sur les xénogreffes de tumeurs établies a partir des lignées IGROV1-R10 et SKOV-3. Les cellules
tumorales IGROV1-R10 (5. 10° cellules) ou SKOV-3 (10.108 cellules) sont injectées en sous-cutané chez les
souris Nude. Aprés 15 ou 21 jours de développement tumoral, les souris sont traitées par voie orale pendant 3
jours consécutifs avec I’ABT-263 (100mg/kg). Les tumeurs sont prélevées a la fin du traitement et 1’induction de
I’apoptose est analysée par un immunomarquage avec un anticorps dirigé contre la caspase 3 clivée.
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111.4.2. Effet du sel de Pyridoclax administré par voie orale sur

les différents modeles de xénogreffes

111.4.2.1. Dans les modeles de xénogreffes IGROV1-R10 et SKOV-3

L’effet du sel de Pyridoclax administré par voie orale a été d’abord évalué sur les modéles de
tumeurs IGROV1-R10 et SKOV-3 en agent seul ou en combinaison avec I’ABT-263. Les
souris ont été traitées par voie orale avec le sel de Pyridoclax & 50mg/kg en agent seul ou en
association avec I’ABT-263 (100mg/kg) pendant 3 jours consecutifs avec ou sans maintien de
I’administration de I’ABT-263 jusqu’a 7 jours (Figure 90A). Afin d’éviter une interaction
médicamenteuse, ’ABT-263 a été administré 2h apres le traitement avec le sel de Pyridoclax.
Le choix de ce protocole de traitement est d’une part basé sur I’incertitude quant a la tolérance
des souris vis-a-vis de la combinaison médicamenteuse (sel de Pyridoclax/Navitoclax) et
quant a sa toxicité a plus long terme (3 ou 7 jours), mais également sur le temps nécessaire
pour observer ’action du sel de Pyridoclax sur la tumeur. A ce titre, nous avons choisi
d’effectuer une administration continue d’ABT-263 pendant 7 jours afin d’assurer une
inhibition continue de Bcl-xL et d’administrer en paralléle le sel de Pyridoclax pendant les 3
premiers jours du traitement. L’induction de 1’apoptose reflétera ainsi 1’arrivée du Pyridoclax
au niveau de la tumeur. Des résultats similaires ont été obtenus avec les deux modéles de
xenogreffes SKOV-3 et IGROV1-R10. Seule I’étude sur le modele SKOV-3 est représentee

ci-dessous.

Les souris ayant recu ce protocole de traitement ont bien toléré le sel de Pyridoclax ainsi que
son association avec I’ABT-263. Aucune toxicité ou modification comportementale n’a été
constatée au cours du traitement. Le suivi de la croissance tumorale en réponse aux différents
traitements a montré une augmentation du volume tumoral en fonction du temps tout a fait

comparable dans les différents groupes des deux protocoles (Figure 90B).

Les colorations HES réalisées sur les coupes de tumeurs n’ont pas mis en évidence de zones
de lésions ou de nécrose liées aux traitements. L’évaluation de I’induction de I’apoptose par la
détection de la forme clivée de la caspase 3 a montré une hétérogénéité intragroupe sans
différence significative entre le groupe traité par le sel de Pyridoclax et le groupe témoin
(Figure 90C). Un niveau similaire d’induction de la caspase 3 clivée a été observé dans le
groupe témoin et le groupe traité par le sel de Pyridoclax, et ce pour les deux protocoles et

dans les deux modéles de xénogreffes.
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Figure 90. Effet du sel de Pyridoclax administré par voie orale sur le modéle de xénogreffe SKOV-3. (A)
Les cellules tumorales SKOV-3 (10.108 cellules) sont injectées en sous-cutané chez les souris Nude. Aprés 15
jours de développement tumoral, les souris sont traitées par voie orale pendant 3 jours consécutifs avec le sel de
Pyridoclax (50mg/kg) en agent seul ou en association avec 1’ABT-263 (100mg/kg) pendant 3 ou 7 jours
consécutifs. (B) Le volume tumoral relatif correspondant aux différents groupes (n=4) est représenté a 3 et 7
jours de traitement. Les différences statistiques sont calculées par le test non paramétrique de Kruskall-Wallis
suivi d’un post-test de Dunns (*, P < 0.05). (C) Les tumeurs sont prélevées a la fin des traitements (3 et 7 jours)

et I’aspect histologique et I’induction de 1’apoptose sont analysés par coloration HES et immuno-marquage de la
caspase-3 clivée respectivement.
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Ceci nous a donc amen¢é a conclure sur I’inefficacité du traitement a base du sel de Pyridoclax
en agent seul lorsqu’il est administré par voie orale a une dose assimilable a la dose limite
tolérée dans les deux modéles de tumeurs ovariennes. Cette observation n’était pas inattendue
puisque le sel de Pyridoclax en agent seul est incapable d’induire 1’apoptose in vitro dans ces

lignées.

Par ailleurs, une légére augmentation dans le marquage de la caspase 3 clivee a été observée
dans le groupe traité par I’ABT-263 en agent seul a 3 jours en comparaison avec les autres
groupes témoin et le groupe sel de Pyridoclax seul. Cependant, cette augmentation n’est plus
visible dans les tumeurs maintenues sous traitement par 1’ABT-263 pendant 4 jours

supplémentaires (Figure 90C).

Cette différence dans le marquage de la caspase 3 clivée entre 3 et 7 jours dans les tumeurs
traitées au ’ABT-263 pourrait étre due a I’élimination rapide des cellules cancéreuses en
addiction a Bcl-x.. Apres les 7 jours de traitement, ces cellules auraient disparu, expliquant la

diminution de marquage.

Enfin, ’association du sel de Pyridoclax avec ’ABT-263 n’a malheureusement pas favorisé¢
I’induction de 1’apoptose dans ces tumeurs, contrairement a ce qui avait été observé in vitro.
En outre, nous avons constaté que 1’effet pro-apoptotique de I’ABT-263 en agent seul observé
a 3 jours de traitement a complétement disparu avec son association au sel de Pyridoclax
(Figure 90C). Cette observation évoquerait une interaction médicamenteuse responsable de

I’anihilation de I’effet de I’ABT-263, mais nous n’avons pas encore résolu cette question.

111.4.1.2. Dans le modeéle de xénogreffe A2780

Pour remédier a I’hypotheése d’une potentielle interaction médicamenteuse et augmenter nos
chance de mettre en évidence un effet du Pyridoclax, nous nous sommes affranchis de
’utilisation de I’ABT-263 en évaluant 1’effet du sel du Pyridoclax en agent seul sur le mod¢le
tumoral A2780 dont la survie est dépendante de Mcl-1 uniquement. Cet effet a été évalué

apres 3 et 7 jours de traitement par 50mg/kg/j de sel de Pyridoclax.

L’¢étude histologique apres coloration HES a révélé la présence de foyers de nécrose dans
toutes les tumeurs des différents groupes. Le traitement par le sel de Pyridoclax n’a cependant

pas favorisé 1’extension de ces zones qui restent équivalentes a celles du groupe témoin..
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L’analyse IHC n’a démontré aucun marquage de la caspase 3 clivée en réponse au traitement
avec le sel de Pyridoclax (Figure 91). Les analyses de cette étude confirment donc les
résultats obtenus avec les autres modeles tumoraux et remettent en cause la pertinence de

cette voie d’administration pour une bonne distribution du sel de Pyridoclax au niveau de la

tumeur.
’zl Gavage au sel de Pyridoclax A2780 Gavage au sel de Pyridoclax
soma/kg Voie orale 5oma/kg
Développement tumoral I Développement tumoral 1 1 l l l l
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t Jo ), J, t
Injection en SC Analyses Injection en SC Analyses
4.10° A2780 4.10°A2780
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" e E= OUSER L Y Y 1 > o

Caspase 3
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Figure 91. Effet du sel de Pyridoclax administré par voie orale sur le modéle de xénogreffe A2780. (A) Les
cellules cancéreuses A2780 (4.108 cellules) sont injectées en sous-cutané chez les souris Nude. Aprés 15 jours de
developpement tumoral, les souris ont été traitées par voie orale pendant 3 ou 7 jours consécutifs avec le sel de
Pyridoclax (50mg/kg/j) en agent seul (n = 5). (B) Les tumeurs sont prélevées a la fin des traitements et 1’aspect
histologique et I’induction de 1’apoptose sont analysés respectivement par coloration HES et immuno-détection
de la caspase-3 clivée.

En conclusion, la dose de 50mg/kg du sel de Pyridoclax administrée par voie orale pendant 3
ou 7 jours seul ou en association avec I’ABT-263 ne provoque pas d’effets indésirables sur
notre modele animal. Cependant, nous n’avons observé aucune activité anti-tumorale en
réponse au sel du Pyridoclax en agent seul ou en association avec I’ABT-263 dans les 3
modeles de xénogreffes de lignées tumorales ovariennes. Ces résultats remettent en cause la

pertinence de la voie d’administration et/ou la dose du sel de Pyridoclax. En effet, I’absence
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d’effet anti-tumoral pourrait étre due a I’incapacité du sel de Pyridoclax a franchir les
barrieres biologiques ou a sa dégradation/métabolisation lors du premier passage hépatique.
Comme nous ne disposons pas encore d’une technique de dosage du Pyridoclax dans les
tissus, nous n’avons pas pu verifier la présence de notre molécule dans les tumeurs. Ceci nous
a donc conduit a évaluer d’autres voies d’administration sur les différents modeles de

xenogreffes de lignées tumorales ovariennes.

111.4.1.3. Effet du sel de Pyridoclax administré par voie intra-

tumorale sur le modele de xénogreffe A2780

En premier lieu, nous avons décidé de tester I’effet du sel de Pyridoclax administré
directement en intra-tumoral (IT). Ce protocole a été choisi pour nous assurer de la présence
du sel de Pyridoclax dans la tumeur et nous affranchir ainsi des problémes liés aux parametres
pharmacocinétiques d’absorption et de distribution de notre molécule. Une unique injection
intra-tumorale de différentes doses (1, 4 et 10mg/kg) de sel de Pyridoclax dans les tumeurs
A2780 a été réalisée (Figure 92A). L’effet de la molécule sur la prolifération cellulaire et
I’induction de I’apoptose dans ces tumeurs a été évalué par marquage immunohistochimique

de Ki-67 et de la forme clivée de caspase 3 clivée respectivement (Figure 92 B).

Vingt-quatre heures aprés 1’administration intra-tumorale du sel de Pyridoclax, les différentes
tumeurs sont prélevées et analysées par [HC. L’immunomarquage du Ki-67 a révelé une
diminution dépendante de la dose de la prolifération tumorale avec une inhibition fortement
prononcée a la dose de 10mg/kg. Cependant, I’analyse de la caspase 3 clivée n’a pas révélé
une induction d’apoptose en réponse au traitement (Figure 92B). Il est toutefois possible que
le délai avant analyse, la dose administrée ou enfin le nombre d’injections aient été
insuffisants. L’apoptose aurait ainsi peut-€tre pu survenir en augmentant le nombre de
réitérations, le temps d’action a 2 ou 3 jours apres traitement ou enfin en augmentant la dose
de traitement. Il faut préciser que les cellules de la lignée A2780 expriment un tres fort niveau
de protéine Mcl-1. Nous n’avons pas considéré nécessaire de continuer ces expériences
puisque la voie intra-tumorale est une voie jugée comme non pertinente pour le traitement des
cancers. De plus, a I’instar du Pyridoclax in vitro, nous avons pu montrer que le sel est
capable d’inhiber la prolifération tumorale in vivo, établissant ainsi que le sel de Pyridoclax
est actif in vivo dans la tumeur. Par conséquent, 1’échec du traitement par voie orale serait

probablement di a une mauvaise absorption et/ou de distribution de notre molécule.
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Nous nous sommes donc orientés par la suite vers une administration par voie veineuse, dans

le souci de rester proche des pratiques cliniques.

Ki-67

Caspase
3 clivée

A2780 E

h 15 jours

f

Injection en SC
4.10° A2780

S. Pyridoclax 1

Sel de Pyridoclax en IT

Voie IT Développement tumoral I_ 1,4 oulomg/kg

M

Analyses
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S. Pyridoclax 10

57

Figure 92. Effet du sel de Pyridoclax administré en intra-tumoral sur le modele de xénogreffe A2780. (A)
Les cellules cancéreuses A2780 (4.10° cellules) sont injectées en sous-cutané chez les souris Nude. Aprés 15
jours de développement tumoral, le sel de Pyridoclax est administré par une injection unique en intra-tumoral a
différentes doses (1, 4 ou 10mg/kg) (n = 6). (B) Les tumeurs sont prélevees a la fin des traitements et la
prolifération cellulaire et I’induction de 1’apoptose sont respectivement analysées par immuno-détection de Ki-
67 et de la caspase-3 clivée.
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111.4.1.4. Effet du sel de Pyridoclax administré par voie intraveineuse

sur les différents modeles de xénogreffes

111.4.1.4.1. Dans le modéle de xénogreffe A2780

Sur la base des précédents résultats obtenus avec I’administration intra-tumorale, deux doses
du sel de Pyridoclax (1 et 10mg/kg) ont été retenues pour tester I’efficacité de la molécule par
voie IV. Ainsi ’administration en IV du sel de Pyridoclax préparé a ces doses a d’abord été
testée sur le modéle de xénogreffe A2780 avec une injection par jour pendant 3 jours (Figure
93A). L’observation du comportement des animaux apres injection des différentes doses de la

molécule n’a révélé aucun signe de souffrance et donc une bonne tolérance au traitement.

L’étude de I’histologie des tumeurs par coloration HES a démontré la présence de foyers
nécrotiques dans les différents groupes de ce protocole. L’étendue de ces zones semblait
équivalente entre les deux groupes suggérant que le traitement avec le sel de Pyridoclax a la
dose de 10mg/kg pendant 3 jours n’a pas eu d’impact sur la survie des cellules tumorales. En
parallele, les analyses par IHC de Ki-67 et de la caspase 3 clivée ont révélé une diminution de
la prolifération cellulaire accompagnée d’une induction modérée de I’apoptose a la dose de
10mg/kg (Figure 93B). Cet effet n’a cependant pas été observé dans la dose de 1mg/kg
(résultats non présentés). Ces résultats suggerent que la voie IV est potentiellement
intéressante pour la distribution du sel de Pyridoclax au niveau de la tumeur et suggerent que

I’augmentation de la dose et la durée du traitement pourraient favoriser un effet anti-tumoral.

Par la suite, nous avons donc reproduit cette expérience sur le méme modéle en augmentant
les doses (10, 15 et 20mg/kg) et la durée du traitement (7 jours consécutifs) (Figure 94 A).
Les souris traitées par les différentes doses du sel de Pyridoclax n’ont manifesté aucun
symptdme ni de perte de poids, suggérant une bonne tolérance a ces différentes doses mais
aussi a la durée du traitement (Figure 94B). Nous avons également évalué les éventuelles

toxicités qui résulteraient de ce traitement.
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Figure 93. Effet du sel de Pyridoclax administré par voie IV a la dose de 1 et 10mg/kg sur le modéle de
xénogreffe A2780. (A) Les cellules tumorales A2780 (4.10° cellules) sont injectées en sous-cutané chez les
souris Nude. Aprés 15 jours de développement tumoral, les souris sont traitées avec le sel de Pyridoclax aux
doses de 1 ou 10mg/kg par voie IV pendant 3 jours consécutifs (n=3). (B) Les tumeurs sont prélevées a la fin des
traitements et la prolifération cellulaire et I’induction de I’apoptose sont analysées par immuno-marquage de Ki-
67 et de la caspase-3 clivée respectivement.

En effet, ’inhibition de Mcl-1 par le sel de Pyridoclax pourrait avoir un impact sur la survie
des cellules exprimant fortement cette protéine, telles que les cellules cardiaques, musculaires
et hépatiques. Ainsi, nous avons mesuré les parametres biochimiques sériques tels que les
transaminases (ALT/GPT pour Alanine Aminotransférase), 1’urée et la créatinine afin
d’évaluer de potentiels effets toxiques. Les transaminases sont fréquemment augmentées en
cas de pathologie hépatique, cardiaque et musculaire. La dérégulation de 1’'urée est

généralement associée a une insuffisance rénale accompagnée d’un dysfonctionnement
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hépatique dans le cas ou I'urémie est diminuée et a un dysfonctionnement cardiaque dans le
cas ou I'urémie est augmentée. Enfin, la créatinine est dérégulée dans les pathologies rénales.
Les analyses de ces différents paramétres n’ont pas montré d’augmentation des transaminases
ou de la créatinine dans les groupes traités par rapport au groupe témoin. Cette observation
suggere que le traitement par le sel de Pyridoclax administré dans ces conditions n’est pas
toxique et n’affecte pas les fonctions hépatiques, cardiaques ou rénales (Figure 94C).

La mesure du volume tumoral a démontré une régression tumorale significative dans le
groupe traité par le sel de Pyridoclax a 10mg/kg. Curieusement, cette régression n’a
cependant pas été observée dans les autres groupes de traitement par les plus fortes doses
(Figure 94D). L’analyse de I’aspect histologique des tissus tumoraux par la coloration HES a
mis en évidence la présence de larges zones de nécrose qui sont significativement plus
étendues dans les tumeurs traitées par la plus forte dose du sel de Pyridoclax 20mg/kg (Figure
94F). La quantification de la surface nécrotique par rapport a la surface totale de la tumeur
dans les différents groupes a permis de mettre en évidence une moyenne de surface nécrotique
de 29% + 13% dans le groupe traité au sel de Pyridoclax a 20mg/kg et de 12% + 14% dans le
groupe témoin (Figure 94E). La nécrose observée dans ces tumeurs est probablement la
conséquence d’une apoptose massive qui survient de maniére précoce au cours du traitement.
L’immunodétection de la caspase 3 clivée sur les différentes tumeurs de ce modele a permis
de montrer que cette derniére est encore détectable sur les bords de la zone de nécrose.
Compte-tenu de I’étendue des zones de nécrose, la quantification de 1’apoptose résiduelle ne

nous a pas parue pertinente.
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Figure 94. Effet du sel de Pyridoclax administré par voie 1V aux doses de 10, 15 et 20mg/kg sur le modéle
de xénogreffe A2780. (A) Les cellules tumorales A2780 (4.10° cellules) sont injectées en sous-cutané chez les
souris Nude. Aprés 15 jours de développement tumoral, les souris regoivent les différentes doses (10, 15 et
20mg/kg) de sel de Pyridoclax par voie 1V une fois par jour pendant 7 jours consécutifs (n=8). (B) Les souris de
chaque groupe sont pesées au début et a la fin du traitement et leur poids relatif est représenté pour chaque
groupe. (C) Le volume tumoral est mesuré au début et a la fin du traitement et le volume tumoral relatif pour
chaque groupe est représenté. Les différences statistiques sont calculées par le test non paramétrique de
Kruskall-Wallis suivi d’un post-test de Dunns (**, P < 0.01). (D) A la fin du traitement, des prélévements
sanguins sont effectués sur les souris des différents groupes et le sérum est isolé pour ’analyse des paramétres
biochimiques (urée, ALT et créatinine). (F) L’histologie de la tumeur est étudiée par coloration HES et les zones
de nécrose sont délimitées et (E) quantifiées pour le groupe témoin et le groupe de souris traitées avec la dose de
20mg/kg. Les différences statistiques sont calculées par le test non paramétrique de Mann-Whitney (*, P < 0.05).
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Le modele de xénogreffe A2780 est un modele caractérisé par une prolifération trés active et
présentant fréeqguemment des foyers de nécrose qui peuvent interférer dans 1I’évaluation de la
réponse au traitement. Afin de confirmer ces résultats, les modéles de xénogreffes SKOV-3 et

IGROV1-R10 ont été evalués pour leur réponse au sel de Pyridoclax administré par voie IV.

111.4.1.1.2. Dans le modéle des IGROV1-R10

Sur la base des résultats trés prometteurs obtenus par administration IV du sel de Pyridoclax
sur le modéle de xénogreffe A2780, nous avons évalué son efficacité dans le modéle tumoral
des IGROV1-R10, en agent seul ou en combinaison avec I’ABT-263, étant donné que ce
modele est dépendant de Bcl-x. et Mcl-1. Dans cette étude, le sel de Pyridoclax est administré
par voie IV et le Navitoclax par voie orale a 6h d’intervalle afin de minimiser 1’interaction
médicamenteuse suspectée précédemment et de favoriser ainsi ’efficacité anti-tumorale de ce

traitement.

Le sel de Pyridoclax est administré par voie IV a la dose de 10 ou 20 mg/kg en agent seul
pendant 7 jours consécutifs ou combiné avec I’ABT-263 (100mg/kg) pendant les 3 derniers
jours de traitement (Figure 95A). Ce protocole a été choisi sur la base des précédents résultats
qui montraient que le sel de Pyridoclax mettait du temps pour agir au niveau de la tumeur. A
I’inverse, ’ABT-263 agissant assez rapidement, son administration pendant les 3 derniers
jours nous paraissait raisonnable pour inhiber Bcl-x. tout en limitant les risques d’interaction

avec le Pyridoclax.

A Dinstar de ce qui a été démontré précédemment, le traitement par le sel de Pyridoclax seul
ou sa combinaison avec I’ABT-263 a bien été toléré par notre modéle animal et aucun
symptome de souffrance n’a été¢ observé. De plus, aucune perte de poids des animaux des
différents groupes n’a été constatée, soulignant ainsi 1’innocuité du traitement (Figure 95B).
L’¢étude de la croissance tumorale a mis en évidence une diminution (qui reste cependant non
significative) du volume des tumeurs traitées au sel de Pyridoclax en agent seul ou en
association avec I’ABT-263 par rapport aux tumeurs des groupes témoins ou traités a
I’ABT-263 seul (Figure 95C), qui pourrait étre due a un ralentissement dans la prolifération
des cellules cancéreuses sous 1’effet du sel de Pyridoclax, a I’instar de ce qui a déja été

constaté in vivo et in vitro.
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Figure 95. Effet du sel de Pyridoclax administré par voie IV aux doses de 10 et 20mg/kg sur le modele de
xénogreffe IGROV1-R10. (A) Les cellules cancéreuses IGROV1-R10 (5.10° cellules) sont injectées en
sous-cutané chez les souris Nude. Aprés 21 jours de développement tumoral, les souris regoivent les différentes
doses (10 et 20mg/kg) du sel de Pyridoclax par voie IV une fois par jour pendant 7 jours consécutifs (n=5). (B)
Les souris de chaque groupe sont pesées au début et a la fin du traitement et leur poids relatif est représenté pour
chaque groupe. (C) Le volume tumoral est mesuré au début et a la fin du traitement et le volume tumoral relatif
pour chaque groupe est représenté. (D) A la fin du traitement, des prélévements sanguins sont effectués sur les
souris des différents groupes et le sérum est isolé pour 1’analyse des parameétres biochimiques (urée, ALT et
créatinine). (F) Les tumeurs sont prélevées a la fin des traitements et I’induction de ’apoptose est analysée par
immuno-marquage de la caspase-3 clivée et les zone de nécrose sont délimitées et (E) quantifiées pour le groupe
témoin et les groupe de souris traitées avec les doses de 10 et 20mg/kg. Les différences statistiques sont

calculées par le test non paramétrique de Kruskall-Wallis suivi d’un post-test de Dunns (*, P < 0.05).
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Cependant, les résultats présentés plus loin suggerent un effet puissant du Pyridoclax sans
diminution visible du volume tumoral. Ce point sera abordé plus loin. L’étude de toxicité
hépatique, cardiaque et rénale a également été réalisée en évaluant a la fin du traitement les
parametres biochimiques seriques suivant : I’ALT, la créatinine et I’urée (Figure 95D). Les
analyses des niveaux d’ALT et de créatinine sériques n’ont pas mis en exergue de différences
significatives entre les groupes traités et le groupe témoin. Cependant, I’analyse de 1’urée a
mis en évidence une diminution significative dans le groupe traité au sel de Pyridoclax a
20mg/kg qui pourrait étre due a une éventuelle toxicité hépatique. Cette observation n’avait
cependant pas ¢été réalisée dans 1’expérimentation précédente réalisée dans les mémes
conditions d’administration que celle-ci sur des souris porteuses de tumeurs A2780. La réalité
et ’importance de cette potentielle variation d’urémie sera évaluée prochainement par un
prestataire externe en charge des études de toxicité mises en ceuvre tel que détaillé dans la

discussion générale de la these.

Néanmoins, le niveau d’ALT, généralement dérégulé dans les dysfonctionnements
hépatiques, ne varie pas entre les différents groupes. Nous avons par la suite tenté d’apprécier
I’induction de 1’apoptose en réponse aux différents traitements par immuno-marquage de la
caspase 3 clivée. Nous nous sommes apercus que les tumeurs traitées par le sel de Pyridoclax,
et particulierement celles traitées a la plus forte dose (20mg/kg), présentaient des foyers de
nécroses plus ou moins étendus au sein du méme groupe, rendant difficile 1’évaluation du taux
de caspase 3 clivée dans ces tumeurs (Figure 95F). Par conséquent, pour évaluer 1’effet des
traitements, nous avons choisi de quantifier la surface des foyers nécrotiques dans les
différents groupes de ce protocole. L’évaluation de la surface de nécrose par rapport a la
surface totale de la tumeur a mis en exergue la présence d’abondantes zones de nécrose dans
les tumeurs traitées par le sel de Pyridoclax de fagon dose-dépendante (45% + 34% pour la
dose de 20mg/kg et 11% + 12% pour la dose de 10mg/kg) par rapport au groupe témoin dont
la surface de nécrose est estimée a 8% =+ 7% (Figure 95E). Toutefois, I’association de
I’ABT-263 avec le sel de Pyridoclax n’a pas amélioré significativement I’effet du sel de
Pyridoclax seul (25% +21% par rapport a 11% + 12% pour la dose de 10mg/kg et 38% % +
37 par rapport a 45% = 34% pour la dose de 20mg/kg). Sur la base de ces resultats, il
semblerait que la dose de 20mg/kg de sel de Pyridoclax administrée par voie IV pendant 7
jours ait un fort potentiel anti-tumoral sur le modéle de xénogreffe IGROV1-R10 sans toxicité
associee. De facon intéressante, le sel de Pyridoclax en agent seul semble donc capable

d’avoir un effet anti-tumoral sur ces tumeurs, et cela en dépit de I’expression de Bel-x. dans
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ce modele. Pour confirmer ces résultats préliminaires, nous avons reproduit le méme

protocole de traitement sur le modéle de xénogreffe SKOV-3.

111.4.1.1.3. Dans le modele SKOV-3

Dans cette étude, le sel de Pyridoclax a été administré a la dose de 20mg/kg par voie IV
pendant 7 jours en agent seul ou en association avec I’ABT-263 administré pendant les 3
derniers jours du traitement. Sur ce méme mode¢le, I’effet du sel de Pyridoclax en agent seul a
également été étudie a des temps plus courts de traitement (3 et 5 jours) (Figure 96A) afin de
mettre en évidence 1’induction éventuelle de I’apoptose et sa progression vers la nécrose,
permettant ainsi de déterminer le délai optimal pour I’analyse. Les résultats présentés ci-
dessous sont les résultats obtenus apres 7 jours de traitement. L’analyse de la croissance
tumorale n’a pas démontré de différence entre les groupes traités au sel de Pyridoclax seul ou
en association avec I’ABT-263 et le groupe témoin (Figure 96B). Les études d’histologie par
coloration HES effectuées aprés 7 jours n’ont pas mis en exergue la présence de zones de
nécrose en réponse au traitement par le sel de Pyridoclax seul ou a son association avec le
I’ABT-263 (Figure 96D).

Enfin, I’évaluation de la prolifération tumorale par marquage Ki-67 et sa quantification n’a
pas démontré d’inhibition significative dans la prolifération des cellules tumorales en réponse
au sel de Pyridoclax seul ou en association avec I’ABT-263 (Figure 96C et 96D). Ces
résultats montrent que le modele de xénogreffe SKOV-3, contrairement au modéle IGROV1-

R10, est résistant au traitement par le sel de Pyridoclax seul ou combiné a I’ABT-263.

Plusieurs hypotheses pourraient expliquer cette différence dans la réponse au traitement entre
ces deux modeles. En premier lieu, les doses et la durée du traitement pourraient ne pas étre
adaptées a ce modeéle pour permettre un effet anti-tumoral. En second lieu, le modele de
xénogreffe SKOV-3 pourrait ne pas étre uniquement en addiction a Bcl-x. et Mcl-1,
contrairement au comportement de la lignée in vitro. D’autres protéines de la famille Bcl-2

pourraient ainsi conférer la résistance au traitement.
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Figure 96. Effet du sel de Pyridoclax administré par voie IV a la dose de 20mg/kg sur le modéle de
xénogreffe SKOV-3. (A) Les cellules cancéreuses SKOV-3 (10.108 cellules) sont injectées en sous-cutané chez
les souris Nude. Apres 21 jours de développement tumoral, les souris recoivent une dose de 20mg/kg de sel de
Pyridoclax par voie 1V une fois par jour pendant 7 jours consécutifs (n=5). (B) Le volume tumoral est mesuré au
début et a la fin du traitement et le volume tumoral relatif pour chaque groupe est représenté. (D) Les tumeurs
sont prélevées a la fin des traitements et 1’aspect histologique, la prolifération cellulaire et I’induction de
I’apoptose sont analysés respectivement par coloration HES et immuno-marquage de Ki-67 et de la caspase-3
clivée. (C) La surface des zones des tumeurs présentant une intensité du marquage Ki-67 « forte » ou « faible »
par rapport a la surface totale a été estimée. Les différences statistiques sont calculées par le test non
paramétrique de Kruskall-Wallis suivi d’un post-test de Dunns (*, P < 0.05).
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Pour déterminer les mécanismes sous-jacents responsables de cette différence de réponse au
traitement, nous nous sommes d’abord intéressés a étudier 1’expression des membres la
famille Bcl-2 dans ces deux modéles. L’évaluation par IHC de I’expression des protéines anti-
apoptotiques Bcl-xL et Mcl-1 dans les tumeurs témoins a démontré que ces deux protéines
sont exprimees de maniére similaire dans les deux modéles de xénogreffes (Figure 97). Nous
avons ensuite évalué I’expression des BH3-only tels que de Bim, Puma et Noxa dans chacun
de ces modeles. Ces protéines peuvent avoir un role trés important dans la réponse aux
traitements BH3-mimétiques, tel que présenté dans la partie bibliographique de ce manuscrit.
En effet, notre équipe a démontré que I’expression de Bim dans les tumeurs ovariennes
humaines conditionnait la réponse a I’ABT-737. Ainsi, I’évaluation par IHC de 1’expression
de ces BH3-only a mis en évidence que la protéine Bim est retrouvée exprimée uniquement
dans le modele tumorale IGROV1-R10 et totalement absente dans le modéle des SKOV3,
contrairement a Puma et Noxa qui sont exprimées dans les deux modéles (Figure 97). Cette
différence entre ces deux modeles a déja été démontrée in vitro dans les lignées a partir
desquelles ces tumeurs ont été établies. En effet, la lignée cancéreuse ovarienne SKOV-3 est
dépourvue de la protéine Bim qui est constitutivement phosphorylée par la voie MAPK/ERK
et dégradée par le protéasome. Sur la base de ces observations, nous avons analysé la
phosphorylation de la protéine ERK dans ces deux modeles et nous avons constaté que P-
ERK est fortement exprimée au sein du modéle de xénogreffe SKOV-3 par rapport au modeéle

IGROV1-R10, expliquant ainsi I’absence de Bim dans ces tumeurs.

L’absence de Bim dans les xénogreffes SKOV-3 pourrait donc expliquer la différence de
sensibilité observée entre les deux modéles de xénogreffes et étre a 1’origine du phénoméne

de résistance au sel de Pyridoclax.

L’administration par voie IV du sel de Pyridoclax pendant 7 jours consécutifs n’a pas mis en
¢vidence de probléemes de toxicité majeurs puisqu’aucun symptome de souffrance n’a été
observé sur les souris traitées. En outre, I’analyse des parameétres biochimiques (ALT,
créatinine et urée) n’a pas détect¢ de dysfonctionnements dans les fonctions cardiaque,

hépatique ou rénale des souris.
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Figure 97. Comparaison de I’expression des différentes protéines de la famille Bel-2 et de P-ERK dans les
xénogreffes IGROV1-R10 et SKOV-3. Deux tumeurs non traitées issues de chacun des modéles IGROV1-R10
et SKOV-3 ont été prélevées et immuno-marquées par des anticorps dirigés contre Mcl-1, Bcl-X, Puma, Noxa,
Bim et P-ERK.
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Dans le méme temps, 1’administration du sel de Pyridoclax par voie IV a mis en exergue un
effet anti-tumoral tres prononcé sur deux modeles de xénogreffes de lignées tumorales
ovariennes IGROV1-R10 et A2780. De larges plages de nécroses sont observées dans les
tumeurs implantées en sous-cutané a la suite du traitement. L’étendue de ces foyers
nécrotiques est trés hétérogene entre les tumeurs d’un méme groupe mais elle est cependant
plus prononcée dans les tumeurs traitées avec 20mg/kg du sel de Pyridoclax. L’administration
par la voie IV permettrait ainsi une distribution de la molécule au niveau de la tumeur et la

dose de 20 mg/kg serait suffisante pour exercer une activité anti-tumorale.

De fagon surprenante, le traitement combinant I’association du sel de Pyridoclax avec ’ABT-
263 sur des xénogreffes établies a partir de la lignée tumorale dépendante de Bcl-x. et Mcl-1
IGROV1-R10 n’a pas amélioré I’efficacité anti-tumorale. En effet, le traitement avec le sel de
Pyridoclax administré par voie IV en agent seul était suffisant pour induire une nécrose
massive dans la majorité des tumeurs issues de cette lignée. Le microenvironnement tumoral
in vivo pourrait étre a 1’origine de cette observation et modifier la dépendance des cellules
tumorales aux différentes protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2. Ainsi, la lignée
IGROV1-R10 pourrait avoir perdu sa dépendance & Bcl-x. in vivo et étre davantage
dépendante de Mcl-1. Par ailleurs, 1’effet anti-tumoral prononcé du sel de Pyridoclax en tant
qu’agent seul pourrait étre dii a un effet délétere sur les cellules endothéliales murines qui

conduirait a un déficit en nutriments et oxygene et a terme a la nécrose.

Enfin, la résistance des tumeurs SKOV-3 au traitement par le sel de Pyridoclax administré par
voie IV pourrait étre due a la faible expression de Bim et a la forte activation de la voie ERK.
En effet, a la différence des tumeurs IGROV1-R10, les tumeurs SKOV-3 expriment fortement
P-ERK. Cette derniére est capable de phosphoryler Bim, favorisant ainsi son instabilité et sa
dégradation par le protéasome. Bim interagissant avec Mcl-1, son expression pourrait étre
essentielle dans la réponse au sel de Pyridoclax, d’autant plus que nous avons montré que le
Pyridoclax était capable d’inhiber I’interaction Mcl-1/Bim (Gloaguen et al, 2015). De plus,
nous avons ¢galement pu mettre en évidence que I’inhibition de I’expression de Bim dans la
lignée IGROV1-R10 in vitro atténue I’effet pro-apoptotique du Pyridoclax en association avec
1I’ABT-737 (résultats non présentés). La combinaison du sel de Pyridoclax avec des molécules
pharmacologiques capables d’induire 1’expression de Bim telles que le Trametinib,
actuellement en clinique, pourrait conduire a la sensibilisation des tumeurs SKOV-3 au

traitement par le sel de Pyridoclax.
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[11.5. Conclusion et perspectives :

La collaboration entre les équipes de modélisation moléculaire et de chimie thérapeutique du
CERMN, I’INSERM U1232, (Nantes) et notre Unité a permis de démontrer le potentiel d’une
nouvelle catégorie de structures oligopyridiniques comme perturbateurs des interactions
protéine-protéine au sein de la famille Bcl-2. Le hit de la série, appelé Pyridoclax, est capable
d’interagir physiquement avec Mcl-1 et de la séparer des protéines pro-apoptotiques qu’elle
séquestre (Bim et Bak). Cette molécule sensibilise les lignées tumorales ovariennes
chimiorésistantes aux inhibiteurs de Bcl-x. in vitro et est actif en agent seul sur les lignées

dont la survie dépend uniquement de Mcl-1.

Ces résultats prometteurs ont conduit a 1’évaluation préclinique du potentiel thérapeutique du
Pyridoclax sur des modéles de xénogreffes de lignées tumorales ovariennes. Dans cette
optique, un sel de cette molécule a été produit par le CERMN afin de remédier a la faible
solubilité du Pyridoclax, qui était problématique pour son utilisation in vivo. Nous avons pu
montrer que ce sel, 4 fois plus soluble que le Pyridoclax (Groo et al., 2017), conservait les

propriétés pro-apoptotiques du Pyridoclax observeées in vitro.

Par la suite, nous avons utilisé le sel de Pyridoclax sur des souris Nudes porteuses de tumeurs
sous-cutanées issues de 1’injection de lignées tumorales ovariennes (A2780, IGROV1-R10 et

SKOV-3) sur lesquelles le Pyridoclax avait montré un effet pro-apoptotique in vitro.

L’administration par voie orale de 100mg/kg de sel de Pyridoclax sur des souris males NMRI
(GMPC, Pr M. Boulouard et Pr T. Fréret EA4259, Caen) n’ayant révélé aucune toxicité, nous
avons administré deux doses (50 et 100mg/kg) de la molécule par voie orale a notre modeéle
animal, des souris femelles Nudes immunodéprimées Foxn-1. La dose de 100mg/kg s’est
révélée extrémement toxique pour ces souris puisque la plupart sont décédées 1h apres
I’injection, nous imposant la dose de 50mg/kg, sans effets toxiques apparents, pour les études

ultérieures.

Nous avons donc administré par voie orale cette dose en combinaison avec I’ABT-263 dans
les modéles de xénogreffes SKOV-3 et IGROV1-R10 dont la survie dépend de Mcl-1 et
Bcl-xL in vitro, et en agent seul dans le modeéle de xénogreffe A2780 dont la survie déepend
uniquement de Mcl-1. L’ABT-263 seul induit une apoptose modérée apres 3 jours de
traitement alors qu’aucune activité anti-tumorale n’a été observée avec le sel de Pyridoclax,

seul ou en association avec I’ABT-263 dans les modéles SKOV-3 et IGROV1-R10. De
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méme, le traitement avec le sel de Pyridoclax seul n’a eu aucun effet sur les xénogreffes
A2780 (Tableau 1), nous conduisant a reconsidérer le mode d’administration de notre
molécule. Pour nous assurer de sa présence dans la tumeur, nous avons choisi d’administrer le
sel de Pyridoclax par voie intra-tumorale dans le modéle des xénogreffes A2780. Nous avons
ainsi pu mettre en évidence un effet anti-prolifératif dose-dépendant (1, 4 et 10 mg/kg),

suggérant que la voie orale ne permettait pas la distribution de notre molécule dans la tumeur.

Nous avons donc considéré I’administration par voie intraveineuse, beaucoup plus pertinente
vis a vis des pratiques cliniques. Aucune toxicité évidente n’a été constatée lorsque le sel de
Pyridoclax a été administré par cette voie. Une légére induction de 1’apoptose a été observée
dans le modéle A2780 apres 3 jours de traitement avec le sel de Pyridoclax a la dose de
10mg/kg. Avec des doses plus élevees (10, 15 et 20 mg/kg) et lorsque le traitement se
prolonge (7 jours), nous avons mis en évidence la présence de plus grandes surfaces de
nécrose dans les xénogreffes traitées avec le Pyridoclax a la dose de 20mg/kg (Tableau 1). Il
est possible de postuler sur le fait que les cellules en phase tardive de 1’apoptose induite par le
sel de Pyridoclax pourraient perdre 1’intégrité de leur membrane plasmique et finalement

s’engager dans une nécrose dite secondaire.

Afin de confirmer ces résultats sur d’autres modeles de xénogreffes, nous avons administré le
traitement combinant le sel de Pyridoclax (voie IV) a ’ABT-263 (voie orale) sur le modele
IGROV1-R10. Curieusement, nous avons observé une activité anti-tumorale du sel de
Pyridoclax en agent seul, alors que le traitement avec I’ABT-263 n’a pas permis de
potentialiser cet effet. Néanmoins, nous n’avons pas pu mettre en évidence une telle activité
de notre molécule sur le modele de xénogreffe SKOV-3. Nous suspectons que 1’absence de
Bim et la forte expression de P-ERK dans les tumeurs établies in vivo par injection de cette

lignée pourrait étre préjudiciable a I’activité du sel de Pyridoclax in vivo.

Néanmoins, les résultats prometteurs obtenus sur les xénogreffes A2780 et IGROV1-R10 par
administration intraveineuse nous conduisent a envisager des études in vivo supplémentaires.
Afin de valider I’effet de 1la molécule sur ces modeles, la croissance tumorale sera suivie par
imagerie par bioluminescence (collaboration avec Dr. G. Roué, Institut d'investigacions
Biomediques August Pi i Sunyer, Barcelone, et Pr. B. Couderc, Centre de Recherches en
Cancérologie de Toulouse) et par TEP (Tomographie par Emission de Positons). Ces
modalités d’investigation permettent en effet un suivi longitudinal de 1’évolution de la tumeur,

chaque tumeur constituant ainsi son propre témoin. Ceci permet de s’affranchir d’éventuels
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biais liés a la présence de zones nécrotiques a 1’état basal et a une éventuelle distribution
hétérogene de telles tumeurs dans les lots de souris. Une baisse de 1’activité luciférase ou de
Iactivité métabolique évaluée par la uTEP au 18F-desoxy-glucose (*®F-DG) dans la tumeur
d’une souris ayant regu un traitement donné est alors beaucoup plus informative et
convaincant qu’une proportion de surface nécrotique hétérogene entre le lot traité et le lot
témoin. Ces expérimentations sont prévues pour les semaines / mois a venir, et seront

déterminantes pour conclure positivement a un effet du sel de Pyridoclax sur nos modeéles.

Nous envisageons également deux autres études paralleles, la premiére visant a déterminer la
possibilité d’utiliser des doses supéricures de Pyridoclax par voie IV, notamment pour
permettre une augmentation de 1’effet observé dans le modeles A2780 qui exprime fortement
la protéine Mcl-1, la seconde visant a déterminer la possibilité d’observer un effet apres
administration [P, cette voie permettant d’envisager sans difficulté des études

d’administration a plus long terme, difficilement envisageables par voie 1V.

L’absence d’effet observable aprés 7 jours d’administration IV dans le modeéle SKOV-3 est
tellement contrastante avec 1’effet observé dans les deux autres modeéles que nous suspectons
fortement une résistance au Pyridoclax liée aux caractéristiques intrinseques des tumeurs
SKOV-3. Le Pyridoclax agissant en libérant Bim et Bak de Mcl-1, I’absence de Bim apparait
comme potentiellement problématique. Notre Unité a déja observé que cette absence dans les
cellules SKOV-3, en partie liée a une forte activation de la voie MEK/ERK, provoquait la
résistance a 1’association d’un inhibiteur de Bcl-X. avec un inhibiteur d’Akt, elle-méme active
dans la lignée IGROV1-R10 (qui exprime fortement Bim). En revanche, ’inhibition de la
phosphorylation d’ERK par différents moyens entraine une forte expression de Bim et la
sensibilisation a 1’association précitée. Pour le traitement des tumeurs SKOV-3, nous
souhaitons donc combiner le sel de Pyridoclax avec d’autres traitements permettant d’induire

I’expression de Bim (Tramétinib, AZD2014 et Belinostat).

Notre équipe vient d’initier le développement de modéles de PDX (Patient-Derived
Xenograft), tres proches des tumeurs des patientes en termes de caractéristiques comme en
termes de réponse au traitement. A terme, nous souhaitons bien entendu apprécier 1’effet du
sel de Pyridoclax sur ces modéles. Par ailleurs, des études sont en cours pour améliorer la
solubilite et ’activité du Pyridoclax par encapsulation dans des nanoémulsions (collaboration

avec Dr. A-C. Groo et Pr. A Malzert-Fréon, Centre d’Etudes et de Recherche sur le
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Médicament de Normandie, Caen) et ainsi permettre 1’administration par voie orale in vivo.

L’évaluation de I’intérét de cette formulation sera appréciée courant 2018.

Enfin, le projet Pyrimédic présenté conjointement par le CERMN et notre Unité vient
d’obtenir le soutien de Normandie Valorisation pour la maturation du projet concernant
I’utilisation du Pyridoclax in vivo. Ce projet comprend notamment une étude de toxicité
compléte qui sera réalisée par un prestataire extérieur pour déterminer la bio-distribution du
Pyridoclax par voie orale et IV et en définir I’éventuelle toxicité aigilie et chronique chez des
souris immunocompétentes ou chez des souris immunodéprimées porteuses de tumeurs

ovariennes humaines.
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Discussion générale
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Utilisation de molécules BH3-mimétiques pour le traitement des cancers de ’ovaire :

forces, faiblesses, opportunités et risques

Traitement des cancers de ’ovaire : quelles perspectives ?

Les cancers de 1’ovaire représentent un vrai probléme de santé publique en termes de gravité,
méme si leur incidence est tres inférieure a celle des cancers du sein par exemple. lls se
placent ainsi au premier rang des affections malignes gynécologiques en termes de mortalité,
et ce malgré une bonne réponse a la chimiothérapie de premiére ligne (Colombo et al., 2014).
En dehors du fait qu’ils sont en général détectés a un stade avancé de la maladie, c’est bien
leur capacité a récidiver et a développer une résistance au cours des traitements qui est
responsable de ce dramatique constat. Du point de vue de la prise en charge, cela souléve un
probléme évident 1i¢ a I’absence de solutions alternatives satisfaisantes pour le traitement de

la récidive.

Le développement de stratégies anti-angiogéniques a représenté un espoir important au cours
de la derniere décennie. Dans les cancers ovariens, ces stratégies présentent un certain intérét,
et le Bevacizumab a ainsi été autorisé en premiére ligne de traitement. Il offre aux patientes
éligibles a ce traitement un vrai bénéfice en termes de qualité de vie, mais reste trés décevant
en termes de survie globale (Perren et al., 2011 ; Burger et al., 2011). Les efforts des
oncologues portent désormais sur la démonstration de son intérét en maintenance pour
augmenter le délai de survie sans progression (ou I’intervalle libre de platine, ce qui revient

presque au méme).

L’apparition des inhibiteurs de PARP (Olaparib, Rucaparib etc.) représente certainement une
réelle opportunité pour les patientes présentant des altérations de la voie de réparation de
I’ADN par recombinaison homologue (phénotype BRCAness ou HRD) (George et al., 2017).
Méme si ces patientes montrent une sensibilité accrue au platine, la communauté scientifique
investit ses efforts dans la recherche de moyens d’identifier aussi rapidement que possible le

phenotype HRD pour développer une stratégie personnalisée basée sur ces inhibiteurs.

Ces dernieres années ont donc vu quelques avancees significatives qui pourraient permettre
aux patientes sensibles au platine de voir leur survie globale nettement améliorée, mais en ce
qui concerne les patientes résistantes, aucun réel progrés n’est encore accessible pour leur

prise en charge. Ceci souligne la nécessité persistante d’identifier de nouvelles stratégies
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thérapeutiques pour le traitement de ces cancers, et justifie le fait que de multiples stratégies

soient en cours d’investigation au niveau préclinique et clinique.

Modulation pharmacologique de [’apoptose en onco-gynecologie : résistance... des

oncologues ?

Si les modulateurs pharmacologiques des voies de contrdle de D’apoptose, et plus
particulierement de la famille Bcl-2, ont depuis de nombreuses années convaincu les
chercheurs et cliniciens travaillant dans le domaine de 1’onco-hématologie, cette réalité ne
s’applique pas aux tumeurs solides de facon générale encore moins au domaine des cancers

ovariens.

Plusieurs équipes ont pourtant montré que les protéines de la famille Bcl-2 étaient
fréquemment surexprimeées dans les cancers de I’ovaire (Marone et al., 1998 ; Liu et al., 1998
; Villedieu et al., 2007 ; Shigemasa et al., 2002), et ce parfois de facon associée au pronostic
comme c’est le cas avec Bel-x. (Liu et al., 1998), Bcl-2 (Mano et al., 1999) ou encore Mcl-1
(Shigemasa et al., 2002). Notre équipe a démontré I’importance particuliére de Bel-x. et Mcl-
1 pour la survie des cancers ovariens (Brotin et al., 2010), et I’intérét de leur modulation
pharmacologique pour les sensibiliser a la chimiothérapie (Simonin et al., 2009 ; Simonin et
al., 2013) ou méme pour les entrainer vers la mort par apoptose en absence de chimiothérapie
(Lheureux et al., 2015). D’autres équipes ont démontré 1’intérét de telles stratégies (Dodier
and Piché, 2006 ; Abed et al., 2016 ; Witham et al., 2007). Il est vrai que toutes ces
démonstrations restent expérimentales in vitro et que la preuve de ’efficacité de ces stratégies
in vivo n’est pas encore faite. L’équipe d’Alan Richardson a démontré D’intérét de
I’association de I’ABT-737 avec le carboplatine dans un modele de cancer ovarien établi chez
la souris nude (Witham et al., 2007), mais cette association a été définitivement écartée des
possibilités d’utilisation clinique du fait de sa forte toxicité révélée au cours des essais

cliniques de phase I menés avec ’association ABT-263/carboplatine/paclitaxel.

Notre propre expérience de 1’utilisation clinique du Navitoclax (ABT-263) montre une
certaine toxicité plaquettaire en monothérapie, celle-ci n’ayant cependant représenté un frein a

la poursuite du traitement que dans une part minime des patientes incluses dans 1’essai
MONAVI.
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La poursuite du développement du Navitoclax reste tres incertaine. En dépit de cela, plusieurs
essais cliniques vont étre initiés, principalement pour tester 1’association du Navitoclax avec
d’autres thérapies ciblées telles que la triple combinaison avec le Dabrafenib (inhibiteur de
BRAF) et le Trametinib (inhibiteur de MEK) chez des patients atteints de mélanome avec la
mutation BRAF ou de tumeur solides métastatiques non résécables. Cependant, si les
difficultés rencontrées en clinique avec [’utilisation du Navitoclax ont entamé un temps
I’espoir de voir les molécules BH3-mimétiques utilisées en clinique, 1’identification de
’ABT-199 (Vénétoclax, ou Venclaxta™) comme inhibiteur spécifique de Bcl-2 (Souers et
al., 2013) et son ascension fulgurante vers une utilisation clinique a été exemplaire. Le
Laboratoire Abbvie a en effet découvert cet inhibiteur pharmacologique particulierement actif
et sélectif de Bcl-2 et a engagé une série d’essais cliniques pour le traitement d’un sous-type
de leucémies lymphoides chroniques a pronostic particulierement sombre. Les résultats des
essais de phase Il ont été tellement impressionnants que ce médicament a recu une
autorisation accélérée de mise sur le marché par la FDA (Food and Drug Administration) aux
USA. 11 est également aujourd’hui évalué en clinique pour le traitement d’autres types de

cancers hématologiques (Grant, 2017).

Cette « success story » a nettement crédibilisé les recherches portant sur les molécules BH3-
mimétiques, et 1’attention des oncologues est désormais attirée sur cette nouvelle classe de
médicaments. Notre devoir est maintenant de faire en sorte que ce soit également le cas en

onco-gynécologie, méme si au sein de notre équipe c’est déja chose faite.
Mcl-1 : une cible prioritaire et pertinente en oncologie

Si le ciblage direct de Bcl-x., pourtant accessible via I’utilisation du Navitoclax, est identifié
comme une importante source de toxicité associée au traitement, Mcl-1 reste une cible
d’intérét a la fois pour sensibiliser aux inhibiteurs de Bcl-x. et Bcl-2 et pour induire la mort

des cellules cancéreuses dépendantes de cette protéine pour leur survie.

La communauté scientifique a donc progressivement investi ses efforts dans la recherche de
solutions capables d’inhiber 1’expression ou la fonction de Mcl-1, en utilisant des inhibiteurs
pharmacologiques directs ou indirects. Les travaux proposant diverses solutions d’inhibition
indirecte sont nombreux, et montrent par exemple la possibilit¢ de moduler les voies de
signalisation PI3/AKT/mTOR et MEK/ERK (Pétigny-Lechartier et al., 2017. Jebahi et al.,
2014; Zang et al., 2013 ; Nishioka et al., 2010 ; Konopleva et al., 2012), d’utiliser I’induction

du stress du RE (Gomez-Bougie et al., 2011), la modulation des flux calciques (Bonnefond et
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al., 2015), I’inhibition du protéasome ou encore la chimiothérapie conventionelle (Simonin et
al., 2013 ; Lee et al., 2011) pour inhiber Mcl-1 ou induire ses partenaires pro-apoptotiques
Bim, Puma ou Noxa. Ces différentes possibilités ont été évoquées dans la partie
bibliographique et constituent de reelles opportunités thérapeutiques, la limitation a leur
utilisation restant toujours la toxicit¢é combinée relevée lors d’utilisation d’associations

pharmacologiques.

Notre Laboratoire s’intéresse a plusieurs de ces stratégies, mais mon travail de thése a été
focalisé sur les inhibiteurs pharmacologiques directs de Mcl-1, c’est-a-dire sur les petites
molécules BH3-mimétiques. Je focaliserai donc également cette discussion sur I’intérét de ces

molécules et ’espoir qu’elles représentent en oncologie.

Inhibiteurs Pharmacologiques directs de Mcl-1 : des centaines de molécules décrites, une

seule in vivo, aucune en clinique.

Differentes molécules BH3-mimétiques (Obatoclax, BH3-M6, Gossypol et ses dérivés) ont
été proposées comme inhibiteurs de Mcl-1. Il s’agit cependant de molécules soi-disant pan-
inhibitrices qui finalement ne semblent pas capables d’interagir avec Mcl-1 in cellulo, mais
plutot d’aboutir a son inhibition indirecte (ce qui n’est pas inintéressant en soi mais sort du

contexte de la recherche d’inhibiteurs directs de Mcl-1).

La découverte de deux peptides BH3, I’un (BimS2A) constitué par un variant de Bim (Lee et
al., 2014b), 1’autre (Mcl-1 SAHB), constitué par le propre domaine BH3 de Mcl-1 (Stewart et
al., 2010), et tous les deux capables d’inhiber spécifiquement la fonction de Mcl-1 par un
mécanisme « noxa-like », a établi la preuve de concept que de tels inhibiteurs spécifiques

peuvent étre développés.

Plusieurs approches ont également permis 1’identification de molécules inhibitrices de Mcl-1,
soit relativement peu spécifigue comme les composés S1 (Song et al., 2012) ou 49 (Zang et
al., 2013), soit de facon beaucoup plus spécifique et active comme le Marinopyrrole A
(Maritoclax) (Doi et al., 2012) ou le composé MIM1 (Cohen et al., 2012). Peu de données
sont disponibles sur ces molécules, mais leur découverte laissait espérer que nous entrions

dans une nouvelle ére de design de tels inhibiteurs.

La découverte récente de la molécule S63845 (Kotschy et al., 2016) suscite de nouveaux
espoirs, puisqu’il s’agit de la premicere molécule spécifique pour laquelle une activité

antitumorale a pu étre démontrée in vivo. Cette activité est tout a fait remarquable en agent
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seul (25mg/kg) sur les tumeurs hématologiques étudiées issues de 1’injection de lignée de
myélome multiple (AMO1 et H929) et de leucémie aigué myeéloblastique (MV-4-11).
Néanmoins, il faut souligner qu’a la dose de 12,5mg/kg, la molécule n’exerce aucun effet
anti-tumoral sur les xénogreffes issues de la lignée H929. De plus, alors que cette molécule
est tres active en agent seul sur certaines lignées tumorales mammaires ou certaines lignées
dérivées de PDX mammaires in vitro, son activité en agent seul reste trés modeste voire nulle
sur ces mémes modeles dépendants de Mcl-1 lorsqu’ils sont xénogreffés chez la souris
immunodéprimée. Toutefois, elle sensibilise ces mémes modeles a différentes
chimiothérapies, au docétaxel (stabilisateur de microtubules) dans un modele de cancer du
sein triple-négatif et aux lapatinib (inhibiteur de 1’activité tyrosine kinase des récepteurs
EGFR et HER2/Neu) et trastuzumab (anticorps dirigé contre les récepteurs HER2/neu) dans
des modeéles présentant une surexpression de HERZ2. Ceci semble suggérer que la
biodistribution de cette molécule est moins favorable a une utilisation sur les tumeurs solides
que sur les tumeurs hématologiques et appelle de nouveaux développements visant a

améliorer sa distribution intratumorale et/ou son activité.

Le développement du Pyridoclax (et de ses dérivés) par notre équipe se place dans une méme
démarche. Bien placé en termes d’affinité pour Mcl-1 (de I’ordre du nM), il semble trés
difficile a retirer de Mcl-1 une fois qu’il lui est associé. De facon surprenante, une
concentration de 25uM est nécessaire in vitro pour observer son activité. Cette différence
pourrait étre due a son interaction avec 1’albumine, suggérée par la modeélisation moléculaire
et démontrée par I’expérience (résultats non présentés). Ayant réalisé cette observation, nous
avons également pu montrer que son activité était tres fortement augmentée lorsque les
cellules sont exposées au Pyridoclax dans du milieu sans sérum puisqu’il présente une activité
persistante a 2.5uM. Une telle liaison de molécules inhibitrices de Mcl-1 a I’albumine a été
récemment décrite par I’équipe de S. Fesik (Zhao et al., 2017). En effet, I’inhibiteur de Mcl-1
est capable de se lier a ’albumine sérique humaine via son site 3. Ce dernier est capable
d’accepter des molécules plus larges et plus rigides que les sites 1 et 2 de la protéine, comme
la camptothécine. S’il est vrai que cette liaison peut représenter un net désavantage in vitro, il
n’est pas impossible qu’elle représente au contraire un avantage in vivo, en permettant au
Pyridoclax d’étre protégé dans le sérum et transporté de facon optimale dans la tumeur. Cette
propriété de I’albumine a augmenter la concentration de molécules (ou nutriments) grace a
une capture privilégiée au niveau de la tumeur est documentée. En effet, des études anciennes

et une plus récente ont montré que les cellules tumorales capturaient des niveaux élevés
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d’albumine (Commisso et al., 2013 ; Schilling et al., 1992 ; Stehle et al., 1997) afin de générer
des substrats pour subvenir a leurs besoins en énergie, pour leur métabolisme et leur
prolifération. Ainsi, les faibles concentrations sériques en albumine observées chez les
patients atteints de cancer pourraient étre la conséquence du catabolisme de 1’albumine par la
tumeur (Stehle et al., 1997). En outre, les tumeurs solides présentent fréquemment des
vaisseaux sanguins immatures et hautement permeables avec des défauts de drainage
lymphatiques qui favorisent 1’accumulation et la rétention de macromolécules telles que
I’albumine dans la tumeur (Carmeliet and Jain, 2000 ; Greish, 2007). L’appétit des cellules
tumorales pour I’albumine a ainsi été détourné a des fins thérapeutiques pour transporter du
paclitaxel dans la formulation de 1’Abraxane (Sparreboom et al., 2005;

http://www.abraxane.com/).

La solubilité du Pyridoclax restant toutefois trés relative, 1’utilisation d’un sel s’impose in
vivo. En paralléle de 1’évaluation de I’intérét antitumoral du sel de Pyridoclax sur des modéles
de lignées tumorales ovariennes xénogreffées chez la souris nude, nous avons poursuivi notre
travail de développement de molécules inhibitrices de Mcl-1 potentiellement plus solubles et

plus actives que le Pyridoclax.

Recherche d’analogues de MIMI : une trés nette amélioration d’activité et de multiples

lecons.

L’identification de la molécule MIM1 a également suscité de I’intérét dans la communauté
scientifique, mais ’activité décrite dans la publication initiale n’a pas été relevée par d’autres
équipes sur d’autres modéles (Varadarajan et al., 2013), montrant que cette molécule est
probablement peu active. Dans les cancers ovariens, la molécule MIM1 reste moins active que
le Pyridoclax, comme le montrent les résultats présentés dans ce manuscrit. Cependant, la
pharmacomodulation engagée par I’équipe de René Grée a permis de dégager des pistes
intéressantes de relations structure / activité, et de produire des molécules beaucoup plus
actives que MIML1. De facon intéressante, certaines modifications entrainent une affinité pour
Bcl-x. et font de ces molécules de potentiels « dual inhibitors ». Au contraire, 1’introduction
d’une pyridine offre la spécificité pour Mcl-1 tout en augmentant trés nettement 1’activité,
laissant suspecter une interaction avec 1’Arg263 de Mcl-1 avec l’azote de la pyridine
(Gloaguen et al., 2015), tel que proposé par la modélisation moléculaire. Ainsi, comme c’est
le cas pour la MR31367, 1I’Arg263 et la Lys234 semblent constituer des résidus majeurs a

cibler pour ’activité et la spécificité des molécules inhibitrices de Mcl-1.
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La réalité de I’interaction entre ces molécules et les protéines Mcl-1 ou Bcl-x, doit maintenant
étre démontrée par des études complémentaires des interactions protéine-protéine, en utilisant
des techniques de BRET (INSERM U1232, Nantes), de SPR (Inserm U1037, Toulouse) ou
enfin les tests de polarisation de fluorescence (FPA) en cours de développement par le
CERMN. Ces travaux sont envisagés pour les mois a venir, avant la finalisation de la
publication associée a ce travail (a soumettre début 2018 a «Journal of Medicinal
Chemistry »).

La structure de MIML1 est protégée par un brevet international, nous ne pourrons donc pas
aller beaucoup plus loin avec ces structures. Cependant, cette série de pharmacomodulation de
MIM1 nous ont beaucoup appris et pourront étre mises a profit pour le design de molécules

innovantes auxquelles nos partenaires chimistes et modélisateurs réfléchissent déja...
Molécules dérivées du Pyridoclax : vers un nouveau lead de la série ?

La recherche de dérivés plus actifs que le Pyridoclax a fait appel a la modélisation
moléculaire réalisée au CERMN par le Pr Jana Sopkova De Olivera Santos, en vue
d’identifier des molécules portant des résidus permettant d’interagir avec la Lys 234 de Mcl-
1, tout en conservant I’interaction avec L’Arg 263. Compte-tenu des résultats précédemment
obtenus, il a été choisi de modifier une seule des deux pyridines terminales, pour donner lieu
au final a la sélection et a la synthése de deux séries de quatre molécules, chacune, désignées
en série Up et seérie Down selon la pyridine qui est modifiée.

Sept de ces 8 molécules sont actives, mais une seule d’entre elle, la MR31367 (qui porte un
acetamide oxime en position « down ») apparait plus active que le Pyridoclax. Il faut noter
que dans 3 couples sur 4, la position down offre une meilleure activité que la position up, ce
qui pourrait suggérer que ces substitutions offre une position préférentielle a ces molécules
dans laquelle la pyridine interagit avec I’Arg263 et le résidu placé en position down interagit
avec la Lys234. La MR31367 étant la molécule qui porte le résidu de plus grande longueur, il
n’est pas impossible qu’il s’agisse de la molécule ayant la plus grande capacité a interagir

avec la Lys 234, expliquant ainsi son activité accrue.

Comme cela a été observé avec le Pyridoclax, 1’affinité de cette molécule congue comme une
« noxa-like » est probablement inférieure ou égale a celle de Noxa pour Mcl-1 (ce qui est a
priori normal) puisqu’elle n’est pas capable de déplacer Noxa de Mcl-1 (alors qu’elle déplace

Bim et Bak). L’un des points importants des résultats présentés ici est constitué par le fait que
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la MR31367 présente la capacité de déplacer Bim et Bak de Mcl-1 méme en absence de Noxa,
¢liminant la possibilité que son activit¢ soit liée a I’induction de Noxa (elle-méme
probablement liée a I’induction du stress du RE). Ceci différencie cette série et cette molécule
d’autres molécules précédemment présentées comme BH3-mimétiques inhibiteurs de Mcl-1
alors que leur activité¢ était en fait dépendante de 1’induction de Noxa (Obatoclax par

exemple) (Oliver et al., 2004).

Alors que le Pyridoclax n’est pas actif en agent seul méme a 25uM sur les lignées qui
dépendent a la fois de Bcl-x. et de Mcl-1 pour leur survie, nous avons observé une activité
cytotoxique de la molécule MR31367 en agent seul sur ces mémes lignées. Il peut s’agir d’un
effet completement « off-target », ou éventuellement révéler un aspect dual-inhibiteur
observable uniquement a cette concentration. Ceci signifierait que cette molécule pourrait étre
capable de se lier a Bcl-x. a de fortes concentrations, cet effet étant rapidement perdu lorsque
la concentration baisse. Ainsi, a 15uM, cette molécule perd toute activité en agent seul, ne
sensibilise pas du tout a I’inhibition de Mcl-1 par un siRNA (qui indiquerait un éventuel effet
sur Bcl-xL), mais reste trés active en association avec I’inhibition de Bcl-x. (suggérant
I’inhibition de Mcl-1 qui a ensuite ét¢ démontrée). Nous n’avons pas étudié¢ la possibilité¢ de
cette molécule se fixe a Bcl-xL (modélisation moléculaire, BRET et SPR) a de fortes

concentrations, mais ce travail pourrait étre trés informatif.

Les premiers résultats de SPR n’ont en revanche pas confirmé la forte interaction entre Mcl-1
et la MR31367 que nous suspections. Néanmoins, la modification du protocole
d’immobilisation (immobilisation de Mcl-1 via la fonction amine plutét que le motif
histidine) a permis de considérablement diminuer la constante d’affinité (70uM versus 3mM)
ce qui laisse espérer que le protocole peut encore étre optimisé. 1l est cependant intéressant de
constater a quel point la simple modification de I'une des deux pyridines terminales et
I’interaction probable avec la Lys 234 peuvent influencer I’interaction avec Mcl-1 et changer
les propriétés de la molécule. Les nouveaux tests de SPR en cours nous diront si ces
observations sont confirmées, et nous aideront a comprendre les propriétés de cette

intéressante molécule.

Quoi qu’il en soit, la molécule MR31367 pourrait constituer le nouveau lead de la série des
oligopyridines. Elle devrait montrer une solubilité augmentée par rapport au Pyridoclax en
raison de la présence de groupes polaires et présente une activité plus importante in vitro. Il

reste maintenant a étudier son activité et sa toxicité éventuelle in vivo, ce qui représente un
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travail trés conséquent. Cette évaluation pourrait étre réalisée dans les mois a venir en
paralléle de I’évaluation du Pyridoclax in vivo dans le cadre du projet Pyrimédic récemment
financé par Normandie Valorisation. Seuls les résultats d’une telle étude comparative in vivo
pourront déterminer laquelle des deux molécules représentera le meilleur candidat

médicament pour une application clinique éventuelle en oncologie.
Pyridoclax in vivo : fait des efforts mais peut mieux faire (?)

L’étude de I’intérét du Pyridoclax et de ses dérivés in vivo n’en est qu’a ses débuts, mais les
prémices de résultats que nous avons obtenus sont relativement excitants, puisque malgré une
activité tres modeste in vitro (25uM), le Pyridoclax semble actif a une dose (20mg/kg/j) tout a
fait comparable a celles utilisées pour le Navitoclax d’Abbvie (100mg/kg/j ; Shoemaker et al.,
2008) ou encore le S63845 (25mg/kg/j ; Kotschy et al., 2016) de Servier.

Les études de toxicité préliminaires qui ont été réalisées chez la souris NMRI montrent qu’il
est possible de dépasser 100mg/kg sans aucun signe de toxicité, mais chez la souris Nude,
plus fragile, cette dose est létale par voie orale. La dose de 50mg/kg/j est en revanche tres bien

tolérée par voie orale, et la dose de 20 mg/kg/j administrées par voie IV I’est également.

11 faut préciser que ces études ne concernent qu’une administration sur 7 jours, et qu’a la fois
la toxicité et I’efficacité du Pyridoclax pourraient se trouver modifiées dans le cadre d’une

administration plus longue.

Par ailleurs, nous n’avons pas réalis¢ d’étude de toxicité a proprement parler. Il est donc
nécessaire d’engager une étude beaucoup plus lourde concernant cette toxicité avant d’aller
beaucoup plus loin avec cette molécule et ses dérivés, une toxicité inacceptable avérée
pouvant donner un coup d’arrét brutal a ces travaux. Dans le cadre du projet Pyrimedic
soutenu par Normandie Valorisation, un appel d’offre vient d’étre lancé pour la réalisation
d’une prestation d’étude compléte de la toxicité aiglie et chronique du Pyridoclax et de 'un de
ses dérivés (peut-étre la MR31367). Les parametres pharmacocinétiques et de bio-distribution
dans les organes chez la souris immunocompétente et dans les organes et la tumeur
xénogreffée chez la souris immunodéprimée, apres administration par voie orale et par voie
IV seront ainsi déterminés. Ces études, trés couteuses et chronophages, avaient besoin des

résultats préliminaires que nous avons obtenus pour étre engageées.

En attendant les résultats de ces études, nos observations comportementales, biochimiques et

histologiques n’ont pas révélé de toxicité apres 7 jours d’administration du Pyridoclax, ce qui
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est encourageant. Nos résultats préliminaires concernant 1’analyse de la formule sanguine
montre que le Pyridoclax, contrairement a I’ABT-737, n’entraine aucune baisse du nombre de
plaquettes. Ceci confirme ce que nos travaux in vitro et la SPR ont précédemment établi, a

savoir que le Pyridoclax n’inhibe pas Bcl-XL.

Concernant la voie orale, nous n’avons observé strictement aucun effet a une dose proche de
la dose maximale tolérée, malgré le fait que cette dose soit plus de deux fois supérieure a la
dose administrée par voie IV. L’étude de pharmacocinétique et de biodistribution devrait
rapidement nous renseigner sur les raisons de cette absence d’effet. L’¢élimination de la voie
orale n’est pas définitive, certains travaux de formulation réalisés par le CERMN étant
susceptibles d’améliorer la distribution du Pyridoclax par voie orale. Cependant, bien que
cette voie présente un intérét évident pour une application clinique (notamment vis-a-vis de la
compliance et de la facilit¢ d’administration), nous 1’avons pour l’instant exclue de nos

investigations précliniques.

Les différentes études réalisées par voie IV sont en revanche beaucoup plus encourageantes.
Un effet anti-tumoral semble avoir été mis en évidence, dans deux de nos trois modeles, et ce
de facon spectaculaire puisque de trés importantes zones de nécroses sont observée apres 7
jours d’administration du Pyridoclax. Il faut noter qu’apres 3 jours de traitement, aucun effet
n’est encore observé. Ceci suggere d’une part que I’effet observé apres 7 jours dans les deux
modeéles IGROV1-R10 et A2780 est bien réel, et d’autre part que le Pyridoclax a peut-étre
besoin de s’accumuler au cours des administrations avant d’atteindre la concentration

efficace.

L’activité observée est également relativement paradoxale par rapport aux résultats obtenus in
vitro, qui montrent une activité modeste du Pyridoclax par rapport a d’autres molécules BH3-

mimétiques, et qui montrent une absence d’effet en agent seul dans les IGROV1-R10.

Concernant le fait que la dose efficace du Pyridoclax in vivo soit inférieure a celle du
Navitoclax ou du S63845 par exemple alors que ces molécules sont plus actives in vitro, la
liaison du Pyridoclax a I’albumine évoquée plus haut pourrait en partie expliquer ce paradoxe.
Des propriétés pharmacocinétiques différentes ou une biodistribution plus avantageuse
peuvent en effet tout a fait expliquer ces différences. L’étude envisagée avec notre prestataire

devrait répondre également a une partie de la question.
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Enfin, il n’est pas exclu que le Pyridoclax puisse agir au sein du stroma tumoral sur une autre
cible cellulaire dont la survie dépend de Mcl-1. C’est en particulier le cas des cellules
endothéliales des néo-vaisseaux (Watson et al., 2016) qui semblent particulierement sensibles
a I’inhibition de Mcl-1. Une telle activité specifique des neo-vaisseaux, si elle était avérée,
pourrait présenter un intérét mais reviendrait a une action anti-angiogénique. Nous travaillons
sur ces hypothéses vis-a-vis desquelles nous n’avons pour I’instant pas plus d’éléments de
réponse. Toutefois, cet effet n’ayant pas été observé sur les tumeurs SKOV-3, a moins de
postuler sur le fait que ces tumeurs présentent des néovaisseaux (d’origine murine, comme

dans les autres modeles) différents, cette hypothese est peu vraisemblable.

Enfin, nous n’avons pas observé de diminution du volume tumoral sur 7 jours dans aucun des
modeéles. Cette observation n’est pas particuliérement étonnante, ce temps étant somme toute
assez court. Par ailleurs, nous avons observé que les tumeurs présentant des zones de nécrose
ont conservé un volume important, la zone de nécrose n’ayant pas encore involué. De facon
intéressante, nous avons observé que dans certaines tumeurs, les cellules tumorales ont
presque complétement disparues pour ne plus laisser que quelques traces des motifs initiaux,
alors que les cellules normales du stroma sont encore en place. Cette observation est tout a fait
compatible avec un effet du Pyridoclax sur les cellules tumorales ayant épargné les cellules
normales (dont la survie n’est pas dépendante de Mcl-1), rejoignant alors la notion de cellules

cancéreuses « primed to death ».

Cependant, méme si un faisceau d’arguments en faveur de la réalité de 1’effet antitumoral du
Pyridoclax a été accumulé (effet dose, effet sur deux modeles, effet temps etc.), il n’est pas
possible d’exclure complétement que la nécrose observée n’ait pas été présente des le début
du traitement (biais de sélection des souris dans les lots). C’est pour cette raison, afin de
pouvoir conclure de fagcon plus robuste, que nous souhaitons engager des études
longitudinales (bioluminescence et UTEP au ®F-DG) dans lesquelles chaque tumeur constitue
son propre témoin au cours du temps. De cette fagon, la diminution de ’activité luciférase ou
de I’activité métabolique au cours du temps dans une tumeur donnée en fonction du traitement
administré sera indubitable et nous permettra de conclure de fagon plus forte quant a I’activité

du Pyridoclax in vivo sur des tumeurs solides.

Par ailleurs, d’autres perspectives s’ouvrent vis-a-vis de I’amélioration de 1’effet observé. Il
s’agit en particulier de I’augmentation de la dose administrée (nous n’avons aucune idée de la

tolérance de doses plus elevées par voie 1V) et/ou de la prolongation de la durée du traitement.
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Les éetudes de toxicité précitées devraient nous aider a définir les conditions optimales de
traitement. L’investigation de I’intérét de la voie IP pour le traitement des tumeurs ovariennes
sous-cutanées ou méme intra-péritonéales est prévue, cette derniére voie d’administration
¢tant particulierement intéressante chez la souris pour les études d’administration a long

terme.

En cas de succes, il est évident que I’extension de ces stratégies a d’autres modéles de
tumeurs solides ou hématologiques sera réalisée, potentiellement en collaboration avec
d’autres groupes qui maitrisent ces modeles, tel qu’initié avec le Dr Gaél Roué (IDIBAPS,

Barcelone).

Importance du contexte cellulaire pour Dlactivité des molécules BH3-mimétiques et...
importance de lidentification de facteurs prédictifs de la réponse aux traitements pour une

application clinique

L’identification des altérations moléculaires associées a la réponse a un agent donné constitue
la base de la médecine personnalisée, en particulier en oncologie. L’ utilisation des molécules
BH3-mimétiques n’échappe pas a la régle, et I'utilisation clinique du Venclaxta, du
Navitoclax, ou méme a terme du S63845 est notamment soumise a I’identification de la
présence de la cible. Au-dela de cette présence, la bibliographie a tres largement démontré
I’importance du contexte cellulaire dans la réponse a ces molécules, notamment en termes
d’expression des protéines de la famille Bcl-2. Les éléments qui controlent 1’expression des
membres de cette famille étant trés complexe, comme présenté en partie dans 1’introduction
de ce manuscrit, différentes pistes d’investigation se sont mises en place pour définir des
signatures de la réponse a ces molécules. Ainsi, des études génomiques (Susnow et al., 2009),
de criblages CRISPR-Cas9 de banque sgRNA humaine (Merino et al., 2017), par des tests
fonctionnels de type « BH3 profiling » (Certo et al., 2006 ; Dousset et al., 2016) ou encore
des études d’expression des protéines de la famille Bel-2 (Lheureux et al., 2015 et étude
MONAVI en cours) ont permis d’identifier des facteurs prédictifs de la réponse aux
molécules BH3-mimétiques. Ces études continueront a se développer et a s’affiner au fur et a

mesure que des patients seront inclus dans de tels essais.

Toutefois, a I’exclusion du Navitoclax dont la toxicité propre semble avoir décourageé toute
tentative d’association, les molécules BH3 mimétiques semblent présenter un intérét évident
en dehors de leur utilisation en monothérapie, soit en association avec la chimiothérapie

conventionnelle, ou de fagon plus rationnelle encore, en association avec certaines thérapies
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ciblées. Ainsi, il apparait pertinent d’associer ces molécules avec des perturbateurs des voies
de signalisation impliquées dans le contrdle de la famille Bcl-2, tel que démontré par divers
groupes (Liu et al., 2016) et par notre équipe (Jebahi et al., 2014 ; Bonnefond et al., 2015 ;
Pétigny-Lechartier et al., 2017).

Dans le cas des tumeurs SKOV-3 par exemple, dans lesquelles nous n’observons qu’une tres
faible quantité de Bim, son induction par I’intermédiaire d’inhibiteurs des voies de
signalisation PI3K/Akt/mTOR ou encore MEK/ERK (plus pertinente ici compte-tenu des
résultats des travaux antérieurs du laboratoire) pourrait présenter une action sensibilisatrice au

Pyridoclax.

En termes de biomarqueurs prédictifs, la question peut étre tout a fait différente en cas
d’association par exemple a un inhibiteur des voies de signalisation. Dans ce cas, une prise en
compte globale du phénotype concerné devra étre réalisée, par exemple par étude du niveau
d’activation de la voie concernée ou de ses altérations moléculaires. Cela peut et
probablement doit étre 1’étude des caractéristiques tumorales qui oriente le choix de

’association pharmacologique a utiliser.

Ainsi, les différences de réponse aux molécules BH3 mimétiques d’une tumeur a 1’autre, tel
qu’observé avec I’ABT-737 lors de nos travaux réalisés ex vivo sur 25 tumeurs ovariennes
humaines séreuses de haut grade (Lheureux et al., 2015) et in vivo avec le Pyridoclax sur les
modeles précités, soulignent 1’intérét éventuel des test fonctionnels ex vivo de différentes
natures (BH3 profiling, culture de tranches etc.) et de I’utilisation de PDX pour identifier les
signatures moléculaires prédictives, pour prédire directement et rapidement la réponse au
traitement par les BH3-mimétiques (test fonctionnels), ou enfin définir les associations les
plus pertinentes de ces molécules avec une thérapie ciblée.

Dans le domaine de 1’utilisation d’inhibiteurs de Mcl-1, presque rien n’est encore en place en
comparaison de ce qui a déja eté fait avec les inhibiteurs de Bcl-x. ou Bcl-2. Mais
I’identification, en quelques années seulement, de plusieurs molécules actives et sélectives, et
mieux encore de la publication tres récente de travaux faisant état d’une possible utilisation de
ces molécules in vivo (Kotschy et al., 2016 ; Merino et al., 2017) ouvre des perspectives
jusque-la inespérées pour le développement de médicaments basés sur 1’inhibition
pharmacologique directe de Mc-1. Nos travaux contribuent a cette gigantesque entreprise,
dans I’espoir que les patients atteints d’un cancer pourront un jour prochain bénéficier d’ une

telle stratégie thérapeutique personnalisée.
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Matériel et Méthodes
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Matériel et Méthodes in vitro

Culture cellulaire

Les lignees IGROV1 et SKOV-3 ont été isolées a partir d’adénocarcinomes ovariens humain
et la lignée A2780 a partir d’'un carcinome ovarien humain. La lignée IGROV1 a été
aimablement fournie par le Pr. Jean Benard de I’Institut Gustave Roussy a Villejuif. La lignée
SKOV-3 a été achetée aupres de I’ATCC (American Type Culture Collection) et la lignée
A2780 aupres de ’ECACC (European Collection of Authenticated Cell Cultures). IGROV1-
R10 est derivée de la lignée IGROV1. Elle a été obtenue au laboratoire apres des expositions
répétées a des concentrations croissantes de cisplatine, reproduisant 1’exposition des cellules
aux agents anti-tumoraux in vivo (Poulain et al., 1998). La lignée A549, initialement établie a
partir d’un explant de tissu alvéolaire carcinomateux, a été achetée aupres de I’ATCC. La
lignée de fibroblastes normaux humains AG1521 a été obtenue auprés du Coriell Institute
(Camden, New Jersey, USA). Les lignées IGROV1-R10, A2780 et SKOV3 sont cultivées
dans du milieu RPMI 1640 (Gibco), avec 20 mM d’Hepes, 10 % de sérum de veau foetal
(Gibco) décomplémenté, 2 mM de Glutamax (Gibco), 33 mM de bicarbonate de sodium
(Gibco). Les lignées A549 et AG1521 sont cultivées dans du milieu DMEM supplémenté
avec 4500mg/L de glucose (Gibco), 10 % de sérum de veau foetal décomplémenté, 2 mM de
Glutamax, 33 mM de bicarbonate de sodium. Les cellules sont cultivées a 37°C en
atmosphére humide enrichie en CO2 (5 %). Le milieu est changé tous les deux jours et les
cellules sont repiquées deux fois par semaine (trypsine-EDTA, Gibco). La viabilité cellulaire
est estimée par la technique d’exclusion du bleu trypan, la proportion de cellules mortes ne
devant pas excéder 5 %. L’absence de mycoplasme est contrdlée par 1’utilisation de kits

commerciaux tels que MycoAlert® (Lonza).

Molécules

ABT-737 : La solution stock d’ABT-737 (Selleck Chemical) a été préparée dans du DMSO
stérile a la concentration de 20 mM, aliquotée et conservée a -20°C a I’abri de la lumiére. Les
cellules ont eté exposées de fagon continue a la concentration de 5 uM d’ABT-737, préparéee

dans du milieu complet. La quantité de DMSO représente moins de 1% du volume final.
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Oligopyridines : Les solutions stocks des différentes molécules de la famille des
oligopyridines (MR31364, MR31379, MR31365, MR31381, MR31366, MR31386,
MR313667, MR31382 et le Pyridoclax) synthétisées par le CERMN ont été préparées dans du

DMSO stérile a la concentration de 25 mM, aliquotées et conservées a -20°C a I’abri de la
lumiere. Les cellules ont été exposées de facon continue aux concentrations indiquées,
préparées dans du milieu complet. La quantité de DMSO représente moins de 1% du volume
final.

MIM1 et analogues de MIM1 : Les solutions stocks de MIML1 et de ses analogues (AHAN1-
14 a AHAN13-14, AHAN1-15, AHAN4-15) synthétisés par 1’Institut des Sciences Chimiques

de Rennes ont été préparées dans du DMSO stérile a la concentration de 25 mM, aliquotées et

conservées a -20°C a I’abri de la lumiére. Les cellules ont été exposées de fagon continue aux
concentrations indiquées, préparées dans du milieu complet. La quantité de DMSO représente

moins de 1% du volume final.

Evaluation de I’apoptose

Le 4'.6-diamidino-2-phénylindole (DAPI)

Cette technique permet 1’é¢tude de la morphologie nucléaire par la coloration des noyaux. Les
cellules sont trypsinées et un aliquot est prélevé aprés mélange du tapis cellulaire et du
surnageant. Les cellules sont ensuite cytocentrifugées sur lames polysilanisées (Cytospin,
Shandon) puis fixées avec 30 pl d’une solution contenant de 1’éthanol, du chloroforme et de
I’acide acétique (6:3:1). Les cellules sont ensuite incubées 15 minutes a I’obscurité dans une
solution de DAPI a 1 mg/mL et montées sur lames dans du Mowiol. La morphologie des
noyaux est observée avec un microscope a fluorescence. Les cellules vivantes présentent une
chromatine homogeéne, alors que les cellules en apoptose présentent des noyaux condensés et
fragmentés caractéristiques de la mort cellulaire par apoptose (Figure 98).
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Figure 98. Morphologie nucléaire observée aprés coloration des noyaux par le DAPI. (A) Noyaux
normaux (objectif x40), (B) Noyaux condensés et fragmentés caractéristiques de 1’apoptose (objectif
x40).

La cytométrie en flux

Cette technique permet la détermination du contenu cellulaire en ADN. Les cellules détachées
et adhérentes sont mélangées, rincées au PBS 1X puis fixées dans 1’éthanol 70%. La
suspension cellulaire est ensuite centrifugée a 4000 rpm pendant 5 minutes. Le culot cellulaire
est repris dans 5 mL de Phosphate Buffer Saline (PBS) 1X et incubé a 37°C pendant 30
minutes. Aprés une nouvelle centrifugation a 4000 rpm pendant 5 minutes, 50 pl de
perméabilisant et 500 pl d’une solution d’iodure de propidium contenant de la RNase (Life
Technologies) sont ajoutés selon les instructions du fournisseur. Apres 15 minutes
d’incubation a température ambiante et a 1’obscurité, 1’échantillon est analysé sur un
cytometre en flux Gallios (Beckman Coulter, USA) par utilisation du logiciel Gallios

(Beckman Coulter) (Figure 99).
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Figure 99. Histogrammes de contenu en ADN obtenus par cytométrie en flux. (A) Exemple d’un profil de
cellules témoin et (B) exemple d’un profil de cellules traitées.
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La mort cellulaire par apoptose provoque une condensation et une fragmentation nucléaire
conduisant a une moindre accessibilité¢ de 1’iodure de propidium a I’ADN et a un déplacement
des pics vers la gauche (Figure 99). L’endo-réplication (Endo R) correspond a un découplage
entre réplication et mitose, provoquant un contenu en ADN supérieur a celui du G2

(déplacement des pics vers la droite).

Recherche du clivage des caspases 3 et 9 et de la PARP par western-blot

Les western-blot sont réalisés suivant la méthode décrite ci-aprés. Les anticorps primaires
utilisés pour apprécier 1I’apoptose reconnaissent la PARP (totale et clivée), la caspase 3 (totale

et clivée) et la caspase 9 (totale et clivée).

Etude de ’expression des protéines par western-blot

Préparation du lysat protéique

Pour obtenir les lysats protéiques, le tapis est rincé 2 fois avec du PBS 1X a 4°C, qui est
ensuite soigneusement €liminé par aspiration, puis les cellules sont lysées a 4°C a 1’aide d’un
tampon de lyse. Si le lysat est préparé dans 1’optique de réaliser un Western Blot classique, le
tampon de lyse utilisé est un tampon de lyse dénaturant (RIPA : PBS, NP40 1 %, SDS 0,1 %,
PMSF 10 pg/ml, EDTA 5 mM, Na3vVO4 1 mM, NaPPi 5 mM, NaF 10 mM, aprotinine 0,5

ul/ml). Le lysat protéique est récupéré avec un grattoir et dissocié a I’aide du vortex.

Pour les lysats protéiques préparés a partir de cellules trypsinées, le tampon de lyse (RIPA)
est ajouté au culot cellulaire obtenu apres une centrifugation de 2 000 rpm pendant 5 minutes
a4°C.

Aprés une incubation de 30 minutes a 4°C, la clarification (consistant en une centrifugation a
10 000 rpm pendant 10 minutes a 4°C) est effectuée. Le surnageant est récupéré, aliquoté et
conservé a -80°C. 10 pl sont réservés pour le dosage des protéines par la méthode de
Bradford.
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Dosage des protéines par la méthode de Bradford

Cette méthode est basée sur la formation de complexes entre les protéines et le Bleu de
Coomasie G-250, dont le pic d’absorption a 595 nm est proportionnel a la concentration en
protéines totales.

Pour ce dosage, une solution de Bradford (Bio-Rad, Allemagne) a 1X a été préparée, a partir
d’une solution mere a 5X, pour tous les échantillons ainsi que pour la gamme étalon préparée
a partir d’une solution mere a 10ug/ul. La gamme étalon ainsi que les échantillons préparés
ont été déposés en triplicats (200uL) dans une plaque 96 puits. La lecture est effectuée a 595
nm sur un lecteur FLUOstar OPTIMA (BMG Labtech).

Electrophorése et transfert sur membrane de PVDF

Les extraits protéiques (30ug) mélangés avec du tampon Laemmli 4x, du dithiothreitol 1M
(DTT) (10%) (Sigma) et de I’eau ultra pure sont portés a ébullition pendant 10 minutes avant
d’étre déposés (25 ul) sur le gel en gradient de polyacrylamide 4-15 % Mini-PROTEAN-
TGX™ (BioRad, Hercules, USA). Aprés migration dans le tampon TGS1x (Bio-Rad), les
protéines sont transférées sur une membrane PVDF avec le systéme de transfert Turbo® (Bio-
Rad).

Détection par les anticorps

Apres le transfert, les membranes sont immediatement bloquées dans du Tris Buffer Saline
(TBS)-Tween-lait (T-TBS-lait) 5% pendant 1 heure & température ambiante. Les membranes
sont ensuite incubées pendant 1 heure a température ambiante ou une nuit a 4°C avec
I’anticorps primaire dilué dans du T-TBS-lait 5% (Tableau 7). Apres 3 ringages dans du T-
TBS, les membranes sont incubées pendant 1 heure a température ambiante avec I’anticorps
secondaire spécifique de I’espéce utilisée couplé a la peroxydase et dilué dans du T-TBS-lait
5 %. L’anticorps secondaires spécifiques de la souris (Amersham) est dilué au 1/2000°™ et
I’anticorps secondaires spécifiques du lapin (Cell Signaling) est dilué au 1/5000°™. Aprés un
ringage d’au moins une heure dans du T-TBS, les membranes sont rincées une fois dans du
TBS 1X pour éliminer le tween qui entraine I’apparition d’un bruit de fond. Les complexes
immuns sont révélés par utilisation du kit ECL (GE Healthcare, Orsay, France) et détection de
la chimiluminescence (réactifs Bio-Rad). La détection de la chimiluminescence est réalisée a
I’aide d’un imageur (ImageQuant® LAS 4000). L’ensemble des anticorps utilisés sont décrits

dans le Tableau 7 de synthése.
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Tableau 7. Description des différents anticorps utilisés en western-blot

Antigéne Poids moléculaire Fournisseur Référence Tampon de dilution
de l'anticorps

Actine 42 kDa Merck MAB1501 Souris 1/1000éme Lait 5%
Bak 25kDa Cell Signaling 3814S Lapin - 1/500éme Lait 5%
Bax 20kDa Cell Signaling 27745 Lapin - 1/500éme Lait 5%
Bel-xL 30kDa Cell Signaling 2764S Lapin 54H6 1/500éme Lait 5%
Bim 23,15et12kDa  Cell Signaling 2819 Lapin - 1/500éme Lait 5%
Caspase-3 et . . . N .
e 35,19et17kDa  Cell Signaling 9662S Lapin - 1/1000&me Lait 5%
cai?)saps?;;_jii‘;e 47,37et35kDa  Cell Signaling 95025 Lapin - 1/1000&me Lait 5%
Mcl-1 40kDa Cell Signaling 5453S Lapin D35A5  1/1000éme Lait 5%
Noxa 6 kDa Merck OP180 Souris 114C307 1/250éme Lait 5%
PARP et PARP clivée 116et89kDa Cell Signaling 95425 Lapin - 1/1000&me Lait 5%
Puma 23kDa Cell Signaling 1245058 Lapin D30C10  1/250éme Lait 5%
a-Tubuline S50kDa Sigma-Aldrich  T6199 Souris DM1A  1/4000éme Lait 5%

Immunoprécipitation

Les lysats protéiques ont été préparés dans du Lysis buffer [15 mM, HEPES, 50 mM KClI, 10
mM, NaCl 1 mM, MgCI2, 2,5% glycerol, 0,5% laurylmaltoside, 5 uM GDP, 1 uM
microcystine, 1 mM orthovanadate de sodium et Complete Protease Inhibitor Cocktail
(Sigma-Aldrich)]. Aprés 30 minutes d’incubation des lysats protéiques avec des billes de
sépharose a 50% en suspension [protein G-Sepharose (VWR)], les protéines ont été
immunoprécipitées une nuit a 4°C avec I’anticorps anti-Mcl-1 (#559027, BD Biosciences)
préalablement couplés aux billes de sépharose. Les protéines immunoprécipitées ont été
récupérées par centrifugation, rincées trois fois avec du Lysis buffer et incubées 45 minutes a
37°C dans du Laemmli 2X (Bio-Rad). Ces protéines immunoprécipitées (récupérées apres
centrifugation) ainsi que les proteines des lysats totaux ont ensuite eté separées par

électrophorese et leur expression a été analysee de la méme maniére que décrit plus haut.
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ARN interférence

Les siRNA anti-Bcl-x., anti-Bim et anti-Puma ont été synthétisés chimiquement par la société
Eurogentec, le siRNA controle par Dharmacon GE Healthcare Life Sciences et regus sous

forme lyophilisée. Les séquences sont décrites ci-dessous :
- Controle : ON-TARGETDplus Non-targeting siRNA #1 (siControl)

- Bel-xu : 5’-auuggugagucggaucgcatt-3° (siXL1) : cible sélectivement ’ARNm Bcl-Xxu
et non I’ARNm Bcl-Xs.

- PUMA : 5’-uauacaguaucuuacaggctt-3’ (siPuma)
- BIM : 5’-uaacagucguaagauaacctt-3’ (siBim)

- NOXA : 5’-gcuauuuuaccaucugguatt-3” (siNoxa)
- MCL1 : 5’-gugccuuuguggcuaaacatt-3’ (siMcll)

Les cellules sont cultivées dans un flasque de 25 cm? dans un milieu de croissance complet
24h avant la transfection. Les cellules ayant atteint 30 a 50% de confluence sont transfectées
avec un mélange contenant I’INTERFERintv, I’Opti-MEM et les duplexes de siRNA en
accord avec le protocole suggéré par le fabricant (Polyplus Transfection, Strasbourg, France).
La concentration finale des siRNA est de 20 nM. Le complexe siRNA/ INTERFERin™ est

ajouté dans le flacon de culture contenant les cellules et incubées en continu a 37°C.

Analyse de la cytotoxicité en temps réel (xCELLigence)

Le systéeme xCELLigence RTCA MP (Real-Time Cell Analyser Multi-plate) (Roche Applied
Science, Mannheim, Allemagne) permet de mesurer la cytotoxicité de composés en contrdlant
en temps réel les événements cellulaires par mesure de I’'impédance électrique a travers des
micro-¢électrodes interdigitées intégrées sur le fond d’une boite de culture 96 puits nommée E-
Plate. La mesure d'impédance fournit des informations quantitatives sur I'état biologique des
cellules, y compris le nombre de cellules, la viabilité et la morphologie. La variation de
I’impédance ¢€lectrique mesurée permet de calculer ’index Cellulaire (CI). Par conséquent, cet
indice refléte les changements dans la viabilité des cellules telles que décrites par Ke et al (Ke

et al. 2011). Le bruit de fond de la plaque est obtenu grace a 50 pl de milieu, puis 50 pl de
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suspension cellulaire sont ajoutés (3 x 10° cellules/puits pour les SKOV3, 7 x 10°
cellules/puits pour les IGROV1-R10 et 10 x 103 cellules/puits pour les A2780). Aprés 30 min
a température ambiante, la E-plate est placée sur le RTCA-MP a l'intérieur d'un incubateur a
37°C en atmosphére humide enrichie en CO2 (5%) pendant 24 heures avant le traitement et
I'impédance est mesurée en continu jusqu'a la fin du traitement. L'augmentation du nombre et
de la taille des cellules attachées aux ¢€lectrodes conduit & une augmentation de I’impédance.
Par conséquent, l'indice cellulaire est en corrélation avec le nombre de cellules attachées au

fond du puits. Les réplicats sont analysés grace au logiciel RTCA.

Analyse de I’apoptose en temps réel (IncuCyte)

La mort par apoptose a été suivie par le systeme IncuCyte ZOOM (Essen Instruments, Ann
Arbor, Michigan, USA). Ce systéeme d’imageriec et d’analyse permet de quantifier le
comportement des cellules en temps réel, sans perturbation, directement depuis 1’incubateur.
Les cellules ont été ensemencées dans des plaques 96 puits 24 heures avant d’étre traitées
avec les oligopyridines en tant qu’agent seul ou en combinaison avec I’ABT-737 (5uM). Le
réactif Caspase 3/7 a été ajouté a une concentration finale de 5uM (Essen Bioscience No.
4440, Ann Arbor, MI, USA). Des images de la fluorescence ont été prises toutes les heures
pendant 48h avec un objectif x10. Les cellules ont été conservées dans I’incubateur a 37°C
dans une atmosphére humide enrichie en CO2 (5 %) durant toute I’analyse. Les résultats ont
été analysés avec le logiciel d’analyse de I’IncuCyte afin de détecter et quantifier les cellules
vertes (apoptotiques) par image. Chaque condition a été réalisée en triplicate et la moyenne +
SD pour chaque temps ont été représentés dans GraphPad Prism version 6.07 pour Windows
(GraphPad Software, La Jolla California USA, www.graphpad.com).

BRET

Pour le test de saturation du donneur, les cellules de la lignée Hela ont été ensemencées dans
des plaques 12 puits et transfectées avec 200 ng/puits de plasmide donneur pRIuc-BimL et des
quantités croissantes de plasmide accepteur peYFP-Mcl-1 (ou avec pCMV-Mcl-1 comme
contr6le). Vingt-quatre heures apres transfection, les cellules ont été trypsinées et
réensemencées dans des plaques 96 puits blanches et incubées pendant 24 heures

supplémentaires avant les mesures de fluorescence. Un seul rapport donneur/accepteur
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(200/800) a été utilisé pour le test d’exposition aux molécules. Apres réensemencement, les
cellules ont été exposées aux MR31366, MR31367 ou au Pyridoclax pendant 16 heures. La
lecture a été effectuée a 485 nm et 530 nm sur un lecteur Mithras LB 940 (Berthold) apres
I’ajout du substrat de la luciférase, la coelenterazine H (Uptima), a une concentration de 5uM.

Les rapports de BRET ont été ensuite calculés.

Résonance des plasmons de surface

Toutes les études de liaison basée sur la technique de résonance des plasmons de surface ont
été réalisées sur un appareil BIAcore T200 (GE Healthcare). L’immobilisation de la protéine
de fusion purifiée His-Mcl-1 a été réalisée sur la surface d’une "chip senseur" recouverte
d’acide nitrilotriacétique dans de I’HBS-P + du tampon contenant 10mM d’hépés pH 7.4,
150mM de NaCl, et 0.05 % de surfactant P20 (GE Healthcare). L’immobilisation de Mcl-1
sur la chip senseur a été stabilisée par un couplage covalent du ligand sur la surface de la chip
en utilisant le couplage amine (comme décrit par GE Healthcare dans le guide du laboratoire
29-0057-17 AB). La chip senseur est saturée avec 0.5 mM de NiCI2 puis activée par une
injection de 7 minutes de NHS-EDC suivie par I’immobilisation du ligand. Toutes les étapes
d’immobilisation ont été réalisées a un débit de 10 uL/min pour une concentration finale de
Mcl-1 de 4pg/mL. La quantité totale de Mcl-1 immobilisé était de 1000, 3500 et 5000 RU en
fonction des expériences. La surface de la chip senseur a été désactivée par une injection de 7
minutes d’une solution d’éthanolamine 1M.

La protéine de fusion purifiée His-Mcl-1 a été achetée a Creative BioMart (45-16 Ramsey
Road Shirley, NY 11967, USA). Une analyse d’une cinétique de type Low Mass Weight-
single-cycle Kkinetics (LMW-SCK) pour déterminer les constantes d’association, de
dissociation et d’affinité (ka, kd, et Kd respectivement) a été realisée en injectant différentes
concentrations de molécules. Les paramétres de liaison ont été obtenus en ajustant la
superposition des sensorgram avec le modele de liaison de Langmuir 1:1 du logiciel

BlAevaluation version 1.0.
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Matériel et Méthodes in vivo

11.1. Le modéle animal

Les femelles Nude immunodéprimées Foxn-1 sont le modéle utilisé dans cette étude. Elles
sont obtenues auprés du laboratoire Harlan (désormais Envigo) a 1’age de 4 semaines. Apres
réception au laboratoire, les animaux sont maintenus dans un environnement sans agents
pathogenes a une température stable 23 + 1C° et un cycle de 12h lumiére/obscurité. Les souris

ont acces a la nourriture et a I’eau stérile tout au long de leur présence a I’animalerie.

Toute la procédure liée a I’expérimentation animale a été réalisée en accord avec les
recommandations de la Communauté Européenne (directive 86/609/EEC) et du gouvernement
Francais (décret 87-848) concernant [I’utilisation des animaux en recherche. Les
expérimentations réalisées pour 1’évaluation de 1’effet du sel de Pyridoclax sur les modéles de
tumeurs ovariennes ont recu une autorisation par le Comité¢ d’Ethique Normandie en Maticre

d’Expérimentation Animal (CENOMEXA).

11.2. Les produits utilisés pour le traitement

Les différents traitements utilisés tout au long de cette étude sont le sel de Pyridoclax
(MR33709) et ’ABT-263 ou (Navitoclax®). Le sel de Pyridoclax est obtenu auprés du
CERMN. Il est produit a partir du Pyridoclax (MR29072) et préparé extemporanément dans
du sérum physiologique NaCl 0.9%. Il est injecté dans la tumeur ou administré directement
chez la souris par voie orale ou intraveineuse. L’ABT-263 est obtenu aupres d’Euromedex et
est préparé dans une mixture composée de 30% de polyéthylene Glycol 400 (PEG, Sigma
Alderich), 60%de Phosal (Lipoid) et 10% d’éthanol. L’ABT-263 est repris dans cette mixture
et dissous par un cycle de sonication de 15min. Il est par la suite conservé a 4°C et a 1’abri de

la lumiere pendant tout le traitement.
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11.3. Les modeles de xénogreffes de lignées tumorales ovariennes

Les souris agées de 5 semaines sont inoculées par voie sous-cutanee avec les différentes
lignées cancéreuses ovariennes IGROV1-R10, SKOV-3 et A2780. Ces cellules sont
ensemencées selon le protocole de culture cellulaire suivant : lorsque les cellules atteignent
une confluence de 75%, elles sont décollées par trypsination, centrifugées a 2000 rpm et
reprises dans du sérum physiologique supplément¢ avec 1% d’antibiotique
(pénicilline/streptomycine). Un volume de 150ul de la suspension cellulaire contenant une
densité cellulaire variable en fonction du modéle tumoral (Tableau) est ensuite injecté en
sous-cutané unilatéralement dans le flanc droit de chaque souris maintenue endormie sous
I’effet d’un agent gazeux anesthésiant (isoflurane 2.5%). Les tumeurs se développent plus ou
moins rapidement selon le type cellulaire injecté (Tableau 8). Elles sont quotidiennement

surveillées et le traitement débute lorsque leur diamétre moyen atteint la taille de 5Smm.

Tableau 8. Caractéristique des différents modéles de xénogreffes de lignées tumorales ovariennes

Modéles Densité cellulaire Temps de Type de tumeur Dépendance a
tumoraux développement Bcl-x, et Mcl-1

IGROV1-R10 5. 106 cellules 15 - 21 jours Adénocarcinome Bcl-x, et Mcl-1
ovarien séreux

SKOV-3 10. 108 cellules 21-30jours Adénocarcinome Bcl-x, et Mcl-1
ovarien séreux

A2780 4. 1068 cellules 15 jours Adénocarcinome Mcl-1
ovarien séreux

11.4. Protocoles de traitement des animaux

Dans cette étude, les souris sont traitées avec le sel de Pyridoclax administré par voies orale,

intra-tumorale (IT) ou intraveineuse (IV) en agent seul ou en association avec I’ABT-263.

Le traitement par voie orale nécessite 1’utilisation d’une canule de gavage 16G fixée sur une
seringue de 1 ml. L’utilisation de cette sonde permet d’introduire la totalité¢ du traitement au
niveau de I’estomac de 1’animal. Pour I’étude de cette voie, le sel de Pyridoclax et I’ABT-263
sont préparés a la dose de 50 et 100mg/kg dans leurs solutions respectives. Un volume de
100p! de ces solutions médicamenteuses est ensuite administré aux souris par voie orale. Les
souris porteuses de tumeurs IGROV1-R10 ou SKOV-3 sont traitées par le sel de Pyridoclax

seul pendant 3 jours consécutifs ou en association avec I’ABT-263. Ce dernier est administré

284



aussi par voie orale 2h apres le sel de Pyridoclax avec une reitération de 3 ou 7 jours
consécutifs. Les souris du groupe témoin ne recoivent pas de traitement tandis que les souris
du groupe témoin excipient recoivent le sérum physiologique et la mixture de ’ABT a 2h
d’intervalle. Les souris porteuses du modele tumoral A2780 sont traitées uniquement avec
50mg/kg de sel de Pyridoclax pendant 3 ou 7 jours consécutifs. Dans cette expérience, les
souris du groupe témoin recoivent par gavage la solution physiologique. L’analyse est

effectuée 24h aprés le dernier traitement.

Le traitement par voie IT consiste en I’administration du sel de Pyridoclax seul directement
dans la tumeur. Pour ce protocole, le sel de Pyridoclax est préparé aux doses de 1, 4 et 10
mg/kg dans un volume de 50ul pour chaque souris. Les tumeurs témoins sont injectées avec
un volume équivalent de sérum physiologique 0.9%. Les solutions sont ensuite injectées tres
lentement dans la tumeur afin d’éviter de créer une pression qui pourrait perturber

I’architecture de la tumeur et ’intégrité des cellules.

Le traitement par voie IV permet d’introduire le sel de Pyridoclax directement dans la
circulation sanguine via la veine caudale de la souris. Dans ce protocole, le sel de Pyridoclax
est préparé dans une solution injectable (sérum physiologique 0.9%) aux doses de 1, 10, 15 et
20mg/kg. Un volume de 100pI de ces solutions meédicamenteuses est ensuite administré dans
la veine caudale des souris avec ’aide de seringues munies d’aiguilles de 30G. Les souris
porteuses de tumeurs A2780 sont traitées avec différentes doses (1 et 10mg/kg) de sel de
Pyridoclax en agent seul pendant 3 ou 7 jours consécutifs. Les souris porteuses des tumeurs
IGROV1-R10 sont traitées aux doses de 10 ou 20mg/kg seul ou en association avec I’ABT-
263 pendant 7 jours consécutifs. Ce dernier est préparé a la dose de 100mg/kg et administré
par voie orale 6h apres le premier traitement au sel de Pyridoclax pendant les 3 derniers jours.
Enfin, les souris porteuses des tumeurs SKOV-3 sont traitées avec seule dose du sel de
Pyridoclax par voie IV (20mg/kg) en agent seul ou en combinaison avec ’ABT-263 en

suivant la méme procédure que le protocole précédent.

Le poids des souris et la taille des tumeurs sont mesurés deux fois (JO et J3) au cours des
protocoles a court terme (3 jours) et trois fois (JO, J3 et J7) au cours des protocoles a long
terme (7 jours). La taille de la tumeur est mesurée en utilisant un pied a coulisse. Le volume
tumoral de chaque souris est ensuite calculé par la formule suivante : Longueur X Largeur X
/6 (L X 12 x 1/6).
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11.5. Prélevement sanguin et analyses biochimigues

Vingt-quatre heures aprés le dernier traitement, un prélevement sanguin est effectué sur les
souris avant leur euthanasie. Ce prélévement est réalisé en intracardiaque a 1’aide d’une
seringue munie d’une aiguille 25G. Les souris sont maintenues profondément endormies sous
I’action d’un gaz anesthésiant (un mélange d’air/d’isoflurane 3%) tout au long de la procédure
de prélevement. Un volume compris entre 250 a 500l de sang est prélevé et ajouté dans des
tubes secs laissés a température ambiante pendant 30min. Les tubes sont ensuite centrifugés a
13 000 rpm pendant 10min afin d’isoler le sérum qui sera analysé pour différents paramétres
biochimiques tels que les niveaux d’Alanine Aminotransférase (ALT), d’urée et de créatinine.
Cette analyse est faite par le laboratoire d’analyses médicales au sein du Centre Hospitalier

Universitaire de Caen, par 1’équipe du Dr Stéphane Allouche.

11.6. Autopsie et conservation des échantillons

Une fois le sang préleve, les souris sont euthanasiées par inhalation de CO2 apres anesthésie

profonde par 5% d’isoflurane puis autopsiées.

L’autopsie de ces souris consiste en 1’observation de 1’état global des organes a I’intérieur de
la cavité abdominale avant prélevement. Chaque observation est notée, notamment la
présence d’hémorragies, de Iésions ou de changement dans la taille des organes, de leur
couleur ou de leur aspect. Les organes et la tumeur de chaque souris sont ensuite rapidement
prélevés, disposés dans des cassettes d’inclusion préalablement annotées et plongés
directement dans un bain fixateur de paraformadéhyde 3% (PFA). Les tissus sont fixés entre 3
et 24h en fonction de la grosseur et de la densité du prélévement. Cette étape de fixation est
cruciale car elle permet d’immobiliser les structures cellulaires et tissulaires et garder une
image fideéle de I’état vivant. Le paraformaldéhyde est un fixateur doux qui permet la
pénétration rapide et homogene des tissus sans causer leur rétraction ou la création d’artéfacts.
Une partie des tumeurs est congelée instantanément dans 1’azote liquide puis conservée a -

150°C pour d’éventuelles analyses moléculaires ultérieures.

Les tissus fixés dans le PFA sont par la suite déshydratés et imprégnés de paraffine afin de
substituer 1’eau par de la paraffine, permettant ainsi une longue conservation des échantillons.
Les cassettes contenant les échantillons sont soumises a une déshydratation par des bains

d’alcool a degrés croissants puis mises en présence de xyleéne et de paraffine. Ce processus
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d’inclusion est réalisé par I’automate ASP300S Leica du service d’ Anatomie-Pathologique du
CLCC F. Baclesse. Les tissus imprégnés sont alors placés dans des supports d’inclusion et
recouverts de paraffine, permettant la formation des blocs. Ces derniers seront ensuite coupes

au microtome pour la préparation des lames histologiques.

I1.7. Analyses de I’histologie tumorale

En amont des analyses immunohistochimiques, les échantillons inclus dans les blocs en
paraffine sont préparés en coupes fines et réguliéres d’une épaisseur de 4um en utilisant le
microtome rotatif Leica. Ces coupes sont par la suite disposées sur une lame recouverte d’eau
ultra-pure puis placées sur une plaque chauffante a 50°C. Cette étape permet d’étaler la coupe
et d’éviter les plis au niveau du motif. L’eau est ensuite enlevée et la lame est égouttée et
séchée pendant une nuit dans une étuve a 37°C avant d’étre utilisées pour les études

d’histologie et d’immunomarquage.
11.7.1. Analyse de I’aspect histologique par coloration HES

La coloration Hématoxyline Erytrosine Safran (HES) est réalisée sur une coupe en paraffine
en parallele de chaque immunomarquage. Elle permet d’apprécier les différentes structures
tissulaires et cellulaires. Cette coloration trichromique met en évidence les composantes
nucléaires, colorées en bleu par I’hématoxyline. La composante cytoplasmique, les fibres
tissulaires et les produits extracellulaires sont révélés en rouge par 1’érythrosine. Enfin, le
tissu conjonctif et les fibres de collagenes sont colorés en jaune par le safran. Ces colorants
sont hydrophiles et nécessitent le déparaffinage des lames avant coloration. Cette étape est
réalisée par deux bains de xylene, suivis d’une réhydratation par des bains d’éthanol de
concentrations décroissantes, puis d’un ringage a 1’eau courante. Ce processus est effectué par

I’automate Autostainer XL Leica du service d’Anatomie-Pathologique du CLCC F. Baclesse.

11.7.2. Immunohistochimie

L’immunohistochimie est une technique qui permet d’identifier I’expression d’une protéine
donnée dans un tissu ou cellules donnés. Son application dans la cancérologie est trés vaste ;
elle permet de déterminer 1’origine d’un cancer primitif ou de le confirmer, identifier des
cellules cancéreuse indifférenciées et de prédire la réponse aux traitements, ou pronostiquer

[’avancée du cancer.
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Une fois les lames histologiques préparées, elles sont placees sur le carrousel de 1’automate
Ventana Discovery XT qui effectue les différentes étapes d’immunomarquage. Les motifs
portés sur ces lames sont recouverts par une huile utilisée pour empécher 1’évaporation des
différents réactifs au cours du processus d’immunomarquage. Les coupes de paraffine sont
d’abord soumises a un déparaffinage par le tampon EZrep. Les sites antigéniques sont ensuite
démasqués pour rendre les protéines accessibles a I’action des anticorps. Le démasquage est
effectué par la chaleur et la distribution d’un tampon de démasquage CC1 (équivalent de
I’EDTA). Par la suite, 1’activité peroxydase endogéne est bloquée par un traitement a 1’eau
oxygenée. Cette étape est primordiale pour éviter un marquage aspécifique des anticorps
primaires. Les lames sont ensuite incubées pendant 40min avec les différents anticorps
primaires diriges contre Bcl-x., Mcl-1, Bim, Puma, Noxa, P-ERK, caspase 3 clivée et Ki-67
(Tableau 9). Apres rincage au Buffer Reaction (équivalent du T-TBS), les lames sont incubées
avec I’anticorps secondaire Omnimap Rabbit pendant 16min puis a nouveau rincées au
Reaction Buffer. La révélation est visualisée par 1’utilisation de la DAB comme chromogéne
qui brunit sous ’action de I’H20> et du sulfate de cuivre (ou reactif copper). Une contre
coloration est ensuite apportée par ’hématoxyline II, permettant ainsi la visualisation des
noyaux en bleu. L’incubation avec le Bluing Reagent pendant 4 minutes intensifie la
coloration bleue des noyaux apportée par I’hématoxyline puis les lames sont rincées

abondamment a ’eau savonneuse.

Tableau 9. Récapitulatif des différents anticorps utilisés dans I’étude immuno-histochimique

Anticorps Références Fournisseur Mono / poly-clonal Espéces Dilution Tampon de démasquage
Bel-X 556361 BD Pharmingen Poly-clonal Lapin 1/400 CC1 (équivalent EDTA)
Mdl-1 (Y3T) | Ab32087 ' Abcam Mono-clonal | Lapin [ 171000 CCl (équivalent EDTA)
Bim (D30C10) 2933 Cell Signaling Mono-clonal Lapin 1/150 CC1 (équivalent EDTA)
Puma 12450 Cell Signaling Mono-clonal Lapin 1/50 CCl (équivalent EDTA)
Noxa 3665-100 . Biovision 7 Poly-clonal Lapin 1/25 CC1 (équivalent EDTA)
P-p44/42 MAPK
ERK Y% 4370 Cell Signaling Mono-clonal Lapin 1/4000 CC1 (équivalent EDTA)
(Thr202/Thr204)
Caspase 3 clivée 9661 Cell Signaling Poly-clonal Lapin 1/7500 CC1 (équivalent EDTA)
(Aspl75)
Ki-67 NCL Ki-67p Novocastra Poly-clonal Lapin 1/500 CC1 (équivalent EDTA)
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11.7.3. Quantification des zones de nécrose

Une fois les colorations HES réalisées, les images correspondant aux motifs tumoraux sont
acquises a I’aide du scanner Scanscope CS (Leica Biosystems, Nussloch, Germany). Ce
scanner & haute résolution est équipé d’un objectif x20 et fournit des images de lames
virtuelles (une image pour 1’ensemble de la section) avec une résolution de 0,5 pum par pixel.
Apreés acquisition, les régions correspondantes a la tumeur et aux zones de nécrose ont été
délimitées tout en éliminant les artéfacts (plis, bords du tissu...) a I’aide du logiciel Image
Scope (Leica Biosystems, Nussloch, Germany). Cette opération a été validée par Dr Cécile
Blanc-Fournier (service d’Anatomie-Pathologique du CLCC F. Baclesse). Le traitement
d’images a alors été¢ appliqué dans les régions d’intérét (ROIs) précédemment délimitées. La
surface globale de la tumeur et des zones de nécrose ont été calculées a 1’aide d’un
programme écrit avec le langage Python (Dr. Nicolas Elie, Plateau Histoimagerie
Quantitative, CMABIO, Université de Caen Normandie). Le pourcentage des zones de

nécrose inclus dans la zone tumorale a été calculé a partir de ces surfaces.

11.7.4 Quantification du marquage Ki-67

A P’instar de ce qui a été réalisé avec la quantification de la nécrose, les images de chacun des
immunomarquages de Ki-67 ont été scannées et les zones tumorales sont délimitées.
L’ensemble du programme d’analyse d’images a été réalis¢é avec le langage de
programmation Python et les bibliothéques Openslide', Geospatial Data Abstraction Library
(Gdal) and mahotas (Dr. Nicolas Elie, Plateau CMABI0®, Université de Caen Normandie).
Les ROIs ont été divisés en fragments hexagonaux de 80uM de rayon, qui permet de s’assurer
en moyenne d’avoir un minimum de 20 cellules par hexagones (Plancoulain et al, 2015)

(Figure 100).
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Figure 100. Quantification de 'immunomarquage Ki-67. (A) Immunomarquage de Ki-67 sur des xénogreffes
établies a partir de I’injection de la lignée tumorale ovarienne A2780. (B) Représentation visuelle de 1’analyse
quantitative de I’expression de Ki-67 réalisées sur ces mémes images.

Pour la détection du tissu présent dans la ROI, I’histogramme de distributions des valeurs de
pixels pour la composante bleu de I'image est extrait de I’image. Un seuil automatique
détermine la valeur permettant d’extraire la surface du tissu par rapport au fond de lame. Pour
la détection de la coloration brune (coloration de la DAB), I’image est décomposée selon la
méthode de Ruifrok et Johnston (Ruifrok et Johnston, 2001). Un seuil automatique détermine
la valeur permettant d’extraire la plage de valeurs représentant le brun. Pour chaque hexagone
dans les ROIs la proportion de cellules immunomarquées est calculée comme suite

proportion de cellules marquées = surface brune/surface tissu. Les proportions calculées dans
les hexagones sur I’ensemble des images sont séparées en deux classes en utilisant la

médiane. Puis, pour chaque image, le nombre d’hexagones est comptabilisé par classe.

11.8. Analyse statistigue

Tous les résultats sont exprimés en moyenne + SD. Les analyses statistiques ont été réalisées
en utilisant les tests non paramétriques de Mann-Whitney pour la comparaison de deux
groupes indépendants, et de Kruskall-Wallis pour la comparaison de plus de deux groupes
indépendants, suivi par le post-test de Dunns pour la comparaison des différents groupes un
a un avec le groupe témoin. Les valeurs de P< 0,05 sont considérées comme significatives.
Les tests statistiques ont été réalisés en utilisant le logiciel GraphPad Prism version 6.07 pour
Windows (GraphPad Software, La Jolla California USA, www.graphpad.com)
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Résumé

Les cancers de 1’ovaire demeurant particuliérement meurtriers du fait de leur capacité a développer une
résistance aux chimiothérapies conventionnelles, il est donc indispensable de mettre en place de nouvelles
stratégies thérapeutiques susceptibles de surmonter la chimiorésistance pour améliorer leur prise en charge. Les
travaux antérieurs de 1’Unité ont démontré que les protéines anti-apoptotiques Bcl-x. et Mcl-1 coopérent pour
protéger les cellules cancéreuses ovariennes contre 1’apoptose et que leur inhibition concomitante conduit a la
mort des cellules chimiorésistantes. A ce jour, seuls les inhibiteurs de Bcl-x./Bcl-2 ont démontré une efficacité
en clinique, en particulier I’ABT-263 (Navitoclax). En revanche, ’inhibition de Mcl-1 reste problématique dans
un contexte clinique. La recherche d’outils pharmacologiques conduisant a I’inhibition ou a I’inactivation de
Mcl-1, utilisables en clinique, reste donc un enjeu majeur, d’autant que cette protéine est désormais désignée
comme une cible thérapeutique prioritaire dans de nombreuses localisations tumorales. C’est dans ce contexte
que mon projet de thése s’est inscrit, 1’objectif étant d’identifier et d’évaluer de nouveaux inhibiteurs
pharmacologiques de Mcl-1 synthétisés par des équipes de chimistes. Dans cette optique, mon projet de thése
s’est scindé en deux parties : Dans une premiére étude, je me suis attachée a cribler in vitro des molécules
appartenant a différentes familles chimiques (Oligopyridines dérivées du Pyridoclax, « Lead » de la premiére
génération des oligopyridines précédemment identifié par notre équipe, ou analogues de MIM1) dans le but
d’identifier de nouveaux inhibiteurs de Mcl-1 plus actifs que les molécules dont ils dérivent. Ce travail a permis
d’identifier la MR31367, une molécule issue du Pyridoclax qui présente une activité pro-apoptotique plus forte
que ce dernier sur plusieurs lignées tumorales ovariennes chimioresistantes. Nous avons également pu mettre en
évidence sur ces mémes modeles que plusieurs molécules issues de MIM1 exhibaient une activité pro-
apoptotique amplifiée. Cette étude nous a également permi de mettre en évidence une relation structure activité
permettant de classer ces molécules en inhibiteurs spécifiques de Mcl-1 et « dual-inhibiteur » de Mcl-1 et Bcl-
XL. Dans une seconde étude, mon travail a consisté en 1’évaluation préclinique du sel de Pyridoclax. Nous avons
étudié I’effet de différentes doses de Pyridoclax administré par différentes voies d’administration, en agent seul
ou en combinaison avec I’ABT-263 sur différents modéles tumoraux établis a partir des lignées
chimiorésistantes de cancers ovariens. Nous avons ainsi pu mettre en évidence un effet anti-tumoral du
Pyridoclax (20 mg/kg/j) administré par voie 1V en agent seul sur des 2 modéles des 3 modeles de xénogreffes, et
cela sans toxicité avérée. Ces résultats prometteurs ouvrent des perspectives intéressantes quant a 1’utilisation
d’inhibiteurs pharmacologiques de Mcl-1 pour le traitement des cancers de 1’ovaire

Abstract

Ovarian cancer is the most leading cause of death from gynecologic malignancies because of its late diagnosis
and its ability to develop chemoresistance to conventional therapies. It is now essential to develop new
therapeutic strategies to overcome this chemoresistance and improve patient care. Our laboratory has
demonstrated the overexpression of the Bcl-2 anti-apoptotic proteins Bcl-x,. and Mcl-1 and their cooperation to
protect ovarian cancer cells from apoptosis. Currently, the clinically relevant pharmacologic inhibition of Bcl-x.
is available using ABT-263 (Navitoclax). However, selective direct Mcl-1 inhibition remained a challenge. This
protein is one of the most important anti-apoptotic member which is expressed in multiple cancer types and is at
the origin of the acquired resistance to chemotherapy and Bcl-2 family inhibitors (Navitoclax, Venetoclax).
Thus, Mcl-1 inhibition represents a major challenge for the clinical success of the Bcl-2 family inhibitors. In this
context, | was interested in identifying and evaluating new Mcl-1 inhibitors designed and synthetized by
different chemistry research teams. My project was focused on two aspects. In the first part, we have evaluated
the cytotoxic effect of different molecules derived from 2 Mcl-1 inhibitors, the Pyridoclax from the
oligopyridine family and MIM1. The screening of 8 Noxa-mimetic molecules derived from Pyridoclax allowed
us to identify MR31367, one of the most potent oligopyridine molecules that shows a stronger anti-apoptotic
activity than Pyridoclax (15uM) and sensitizes different chemoresistant ovarian cancer cell lines (IGROV1-R10,
SKOV-3 and A2780) to anti-Bcl-x, strategies (ABT-737, siRNA). Furthermore, we have evaluated the pro-
apoptotic activity of 14 MIM1 derivative molecules using the same cellular model. This study has demonstrated
that most of these derivatives have greater pro-apoptotic activity than MIM1. We have also established the
structure-activity relationship leading to classify these molecules as “Mcl-1 inhibitors” or as “dual inhibitors” of
Mcl-1 and Bcl-x..The second part of my project was focused on the preclinical evaluation of Pyridoclax
hydrochlorid. We have analyzed the antitumor activity of Pyridoclax hydrochlorid in several subcutaneous
xenografts derived from human ovarian cancer cell lines (IGROV1-R10, SKOV-3 and A2780). Different routes
of Pyridoclax hydrochlorid administration were tested (oral, IV and IT) and its antitumor effect was analyzed at
different doses as single agent or in combination with ABT-263 (100mg/kg). This study highlighted an effective
antitumor activity of 20mg/kg of Pyridoclax hydrochlorid administered intravenously as single agent in two of
three xenograft models without any side effects. This results open up interesting perspectives for the clinical use
of Mcl-1 inhibitors to improve the clinical management of ovarian cancer.
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