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Dans la vie d’un organisme, la mort cellulaire est indispensable. Son action permet de 
sculpter, réparer ou encore protéger les tissus. Elle fait partie des fonctions essentielles des 

cellules, au même titre que la division cellulaire ou la production d’énergie. Cette mort cellulaire 
est génétiquement contrôlée, et des mécanismes de mort cellulaire sont retrouvés tôt dans l’évolution à partir des organismes pluricellulaires les plus simples. Les cellules composants ces structures pluricellulaires partagent un but commun, la survie de l’organisme. Le sacrifice d’une cellule est donc souvent nécessaire à l’accomplissement de cet objectif. 

Le fonctionnement de cette mort cellulaire dite « programmée » motive le travail des chercheurs depuis plusieurs dizaines d’années. Cette mort pose des questions de recherche fondamentale, concernant ses mécanismes, ou encore son implication dans l’évolution ou dans le développement et l’homéostasie de l’organisme, mais pas seulement. La mort cellulaire, et en 
particulier ses dérèglements, est impliquée dans un grand nombre de pathologies, qui font de son 

étude une priorité. Parmi ces pathologies, celle qui est sans doute la plus connue est le cancer. En effet, la mort cellulaire constitue l’un des premiers mécanismes permettant d’éviter le 
développement de cancers, en éliminant les cellules proliférant de manière excessive, ou se 

développant dans des sites non appropriés. L’échappement à ces mécanismes d’apoptose 
constitue donc, pour le cancer, une étape essentielle à franchir pour se développer. Afin de lutter 

contre ces pathologies, il est donc nécessaire de mieux comprendre les rouages moléculaires de 

ces mécanismes, et donc d’apporter des réponses à des questions de biologie fondamentale. C’est l’une de ces questions qui m’anime depuis quatre ans maintenant. Comment le récepteur à 
dépendance UNC5B parvient-il à provoquer la mort cellulaire ?  

Dans ce manuscrit de thèse, nous reviendrons sur la notion de mort cellulaire programmée, en nous attardant plus particulièrement sur l’apoptose et sa régulation. Dans cette 
partie, nous aborderons les différentes fonctions de cette mort cellulaire, ainsi que ses 

mécanismes. Dans une deuxième partie, nous introduirons le concept des récepteurs à 

dépendance, en nous concentrant plus spécifiquement sur le récepteur UNC5B, au centre de mon projet de thèse. Ce socle bibliographique posé, j’aborderai ensuite la stratégie que j’ai adopté face 

à cette problématique, puis les résultats obtenus. Nous finirons par une discussion sur ces 

résultats, ainsi que les enjeux et les perspectives soulevés par mes travaux. 
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Introduction 

Chapitre 1 : Mort cellulaire et Apoptose 

1. Mort cellulaire, avec ou sans préméditation ? 

Il ne peut pas y avoir de vie sans mort, et les cellules composant nos organismes n’échappent pas à cette règle simple. Bien que les premières observations de mort cellulaire 
remontent aux découvertes de Carl Vogt en 1842 (Clarke and Clarke, 1996), il a fallu attendre 

le 20ème siècle pour entendre parler de mort cellulaire programmée, avec les observations de 

Saunders (Saunders, 1966) ou encore Lockshin (Lockshin, 1969). En effet, si une 

mort cellulaire accidentelle (MCA) peut paraître intuitive, la notion de mort cellulaire 

régulée (MCR), notamment pendant le développement est plus inattendue. Alors que la 

MCA est causée par des dégâts physique (température, fortes pressions) ou chimique 

(détergent, forte variation de pH), la MCR correspond à un processus génétique et 

biochimique précis, aboutissant à l’arrêt de l’ensemble des fonctions cellulaires. 
Contrairement à la MCA qui ne peut pas être modulée par une intervention pharmacologique 

ou génétique, la MCR peut être modifiée en ciblant ses voies de signalisation. Outre son importance dans le développement de l’organisme, cette fonction cellulaire permet de participer activement à l’équilibre dynamique, ou homéostasie, face au vieillissement des 

tissus et aux contraintes infligées par le milieu extérieur. 

Toutefois, il est important de différencier mort cellulaire régulée (MCR) de mort 

cellulaire programmée (MCP). En effet, la MCR ne survient pas seulement en réponse à des 

perturbations du microenvironnement ou à des agressions extérieures, mais aussi dans des 

contextes de développement embryonnaire et post-embryonnaire, d’homéostasie tissulaire 
et de réponse immunitaire. Dans ces cas de figure, on parle de MCP. 

En effet, dans les organismes multicellulaires, la MCP est cruciale dans le 

développement (Jacobson et al., 1997). Par exemple, chez les vertébrés, la mort cellulaire permet d’éliminer les cellules les moins aptes de l’épiblaste (Claveria et al., 2013). Elle 
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permettra ensuite de modeler l’embryon en supprimant les cellules superflues, comme lors de la création d’orifices tels que la bouche, l’anus ou le vagin, ou comme lors de la formation 
des espaces interdigitaux. La MCP intervient aussi lors du développement du système 

nerveux, éliminant les neurones excédants ou migrants à des positions ectopiques (Fricker 

et al., 2018).  

De plus, tout au long de la vie de l’organisme, la mort cellulaire maintient l’équilibre 
tissulaire en contrebalançant la prolifération, en particulier dans les tissus présentant un renouvellement cellulaire important, tel que l’épithélium intestinal ou le système 
hématopoïétique. Cette MCR est aussi importante pour le bon fonctionnement du système immunitaire, autorisant l’élimination de cellules dispensables, ou dangereuses car leurs 
récepteurs antigéniques reconnaissent des cellules du soi. La mort cellulaire intervient aussi 

à des moments précis de la vie de l’organisme adulte, comme pour la régression mammaire à la suite de l’allaitement chez les mammifères ou pour l’involution du thymus. Elle élimine 
aussi les cellules présentant un fonctionnement anormal, ou dont le génome est endommagé, 

exerçant ainsi une fonction de suppression tumorale. 

2. Les armes du crime - Classification des différents 

types de mort cellulaire programmée 

Selon le Comité de Nomenclature sur la Mort Cellulaire (Nomenclature Committee 

on Cell Death (NCCD) (Galluzzi et al., 2015)), une cellule est considérée morte lorsque au moins l’un de ces deux critères morphologique ou moléculaire est rempli : (1) La cellule a 

perdu son intégrité membranaire ; (2) la cellule, noyau compris, s’est fragmentée 

complètement en corps cellulaires distincts (appelés corps apoptotiques). Ce processus doit 

être irréversible. 

Malgré ces critères précis définissant la mort d’une cellule, il existe de nombreux 

processus différents pouvant amener la cellule à mourir de manière régulée. Plusieurs 

tentatives de classification ont donc été réalisées, afin de décrire au mieux ces différents 

processus. Longtemps basée sur des critères morphologiques, notamment à cause de limitations techniques, cette classification s’est ensuite affinée, grâce à une compréhension 
toujours plus accrue des mécanismes biochimiques sous-jacents. En effet, malgré des 
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caractéristiques morphologiques communes, certaines MCR peuvent être issues de 

processus cellulaires complètement différents (Galluzzi et al., 2012). 

Ainsi, la première classification formelle différenciait trois types de MCR distinctes : 

(1) La mort cellulaire de type 1, appelée aussi apoptose, présentant un rétrécissement du 

cytoplasme, une condensation de la chromatine (pyknosis), une fragmentation du noyau (karyorrhesis), et l’apparition de corps apoptotiques ; (2) La mort cellulaire de type II, ou 

mort cellulaire autophagique, caractérisée par une importante vacuolisation du cytoplasme ; 

et enfin (3) la mort cellulaire de type III, ou nécrose, ne présentant ni des caractéristiques 

apoptotiques ni autophagiques. Cette classification est longtemps restée inchangée, jusqu’à l’arrivée de progrès techniques apportant une meilleure compréhension des mécanismes 

biochimiques impliqués, et complexifiant la vision de la mort cellulaire. Aujourd’hui, l’apport de connaissances beaucoup plus détaillées des mécanismes de 
régulation de la mort cellulaire a permis d’identifier une myriade de morts cellulaires 

régulées différentes. Cette classification est en perpétuelle évolution, à mesure des avancées 

dans le domaine de la mort cellulaire. Selon le NCCD 2018, on distingue les morts cellulaires 

suivantes : l’apoptose (intrinsèque, extrinsèque), la nécrose induite par le pore de transition 
de perméabilité mitochondriale (MPT), la nécroptose, la ferroptose, la pyroptose, le 

parthanatos, la mort cellulaire entotique, la mort cellulaire NETotic, la mort cellulaire 

lysosomale, la mort cellulaire autophagique et enfin la mort cellulaire immunogénique 

(Galluzzi et al., 2018b). Cette classification est toutefois encore débattue. On pourra souligner 

que certains de ces modes de mort cellulaires ont été mis en évidence sur des modèles très spécifiques, poussés à leur limite, et loin d’une situation physiologique normale.  
Dans le chapitre suivant, nous présenterons plus en détail l’apoptose, décrite comme 

la voie de mort principale des récepteurs à dépendance. Toutefois, il est important de garder 

en tête la complexité et la grande diversité de ces mécanismes de mort. Dans l’optique de 

mieux comprendre les mécanismes de mort médiés par UNC5B, il ne faut pas oublier de voir 

au-delà de cette classification. Si celle-ci permet d’apporter un rationnel et des bases pour 

décrire la mort cellulaire, les différentes morts cellulaires sont bien souvent interconnectées, 

et beaucoup moins cloisonnées en réalité. 
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3. L’Apoptose, le crime parfait 

a) Généralités 

Le terme apoptose (du grec : apo, « au loin » et ptosis, « chute »), a été utilisé pour la 

première fois par Kerr et al (Kerr et al., 1972) pour décrire une mort cellulaire à la 

morphologie particulière : un arrondissement de la cellule accompagné de la rétractation 

des pseudopodes, un rétrécissement du cytoplasme, une condensation de la 

chromatine (pyknosis), une fragmentation du noyau (karyorrhexis), et un 

bourgeonnement de la membrane plasmique aboutissant à la formation de corps 

apoptotiques. Toutefois, la membrane plasmique garde son intégrité jusqu’aux dernières 

étapes du processus, et aucune modification ultra-structurelle des organelles n’est à noter. 
Ces corps apoptotiques sont ensuite rapidement reconnus puis absorbés par les cellules 

phagocytaires voisines, puis digérées dans leurs lysosomes (Czabotar et al., 2014). D’un point de vue biochimique, les cellules apoptotiques présentent de nombreuses modifications, tel qu’une fragmentation de l’ADN, ainsi que le clivage et la réticulation 

des protéines. De plus, les cellules apoptotiques seront reconnues par les phagocytes, grâce à l’exposition de molécules particulières à leur surface comme la phosphatidylsérine 
(Elmore, 2007; Hengartner, 2000).  

b) Les caspases, l’assassin efficace 

La famille des caspases, protéases à cystéines (Cystein ASPartyl proteASE), est l’un 
des acteurs principaux de ces modifications biochimiques. Ces caspases sont présentes dans 

la cellule de manière constitutive sous forme inactive (procaspase ou zymogène). Dans le cas d’un processus apoptotique, ces caspases sont clivées et activées, et peuvent pour la plupart activer en retour d’autres caspases, déclenchant ainsi une cascade d’activation menant à la 
mort cellulaire. Cette activation post transcriptionnelle permet une régulation fine et rapide 

de cette enzyme et des mécanismes qui lui sont associés. D’un point de vue structural, les caspases sont composées d’un peptide à 3 domaines : 

un pro-domaine N-terminal, une grande sous-unité p20 et une petite sous unité p10. Après clivage au niveau d’un acide aspartique (Asp), la procaspase est convertie en forme active. 
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Une fois activée, la caspase pourra ensuite cliver et activer une autre caspase en retour, ou cliver différents substrats au niveau d’un résidu Asp, et d’un motif spécifique de 
reconnaissance à quatre acides aminés. 

La famille des caspases est divisée en trois groupes principaux, basés sur leurs fonctions 

biologiques et sur la similarité de leurs séquences (Julien and Wells, 2017): 

- Groupe 1 : Formé des caspases 1, 4, 5 et 11, caspases inflammatoires 

- Groupe 2 : Formé des caspases effectrices 3, 6 et 7, exécutrices de l’apoptose 

- Groupe 3 : Formé des caspases initiatrices 2, 8, 9, 10 et 12 

Si la famille des caspases est habituellement associée à des phénomènes pro-

apoptotiques et inflammatoires, leur implication dans de nombreux autres processus tels que 

la différentiation des cellules souches (Li et al., 2010) ou encore le développement neuronal 

a été mis en évidence (Williams et al., 2006a). Toutefois, les processus par lesquels ces 

cellules parviennent à activer temporairement ces caspases, puis à les inactiver restent 

encore très largement méconnus. 

 L’apoptose a longtemps été opposée à la mort cellulaire nécrotique, par sa capacité à 

induire une mort tolérogène, ne provoquant pas de réaction immunitaire, notamment grâce à la destruction protéolytique d’épitopes dominant par les caspases (Castiglioni et al., 2002). 

Depuis, cette dichotomie s’est estompée (Green et al., 2009), et des résultats ont montré que les caspases pourraient participer à l’exposition d’épitopes, en clivant des protéines ancrées 

au cytosquelette (Rawson et al., 2007). 

 Bien que l’activation des caspases soit l’une des caractéristiques principales de la mort 
cellulaire apoptotique, celles-ci ne sont pas strictement nécessaires, et leur inhibition ne font 

que retarder la mort par apoptose (Galluzzi et al., 2018b). Cependant, les caspases restent un 

élément clé facilitateur de l’apoptose, permettant d’assurer une mort « propre » et rapide, 

nécessaire pour assurer de nombreuses fonctions physiologiques.  
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c) Le mobile du crime - Rôle physiologique de l'apoptose A l’échelle de l’organisme, pouvoir déclencher individuellement la mort des cellules 
composant les tissus est indispensable pour modeler et maintenir la structure du vivant, en 

éliminant les cellules endommagées ou superflues. 

i. Développement L’apoptose joue un rôle crucial dans le développement de l’organisme, permettant la 
maturation des tissus et organes nouvellement créés, en éliminant les cellules surnuméraires issues d’une prolifération cellulaire importante. Par exemple, même si la réalisation d’une triple délétion de BAX, BAK et BOK montre que la voie intrinsèque de l’apoptose (définie en Chapitre 1.3.e) n’est pas strictement essentielle au développement des 
mammifères, celle-ci révèle une mortalité périnatale élevée et des anomalies phénotypiques 

importantes (Ke et al., 2018). Plus récemment, l’équipe de Satoko Arakawa a montré que la 
mort cellulaire autophagique pourrait compenser la perte de la voie intrinsèque dans ce type de modèle, laissant à penser que la voie intrinsèque de l’apoptose n’est pas la seule voie de 
mort impliqué dans le développement (Arakawa et al., 2017). 

De manière générale, les tissus en développement ont une sensibilité à l’apoptose 

plus élevée comparée à des tissus adultes. Cette corrélation peut en partie s’expliquer par le 

facteur de transcription MYC, qui dirige à la fois l’expression de gènes impliqués dans la prolifération et dans l’apoptose, permettant d’assurer un mécanisme de contrôle en rendant les cellules plus susceptibles à l’apoptose (Sarosiek et al., 2017). Ainsi, le cerveau périnatal se 

développe à la suite d’une prolifération massive de neurones progéniteurs, suivie directement par l’apoptose d’environ la moitié de ces cellules, se trouvant en excès ou n’ayant 
pas établi de connexion synaptique correcte (Southwell et al., 2012). Ce phénomène de sensibilisation à l’apoptose dans les tissus en développement se retrouve aussi dans le cœur, 
le rein ou le foie (Madden et al., 2007), puis disparaît à mesure de la maturation des tissus jusqu’à l’âge adulte. La perte de sensibilité à l’apoptose dans les tissus adultes s’explique probablement par la nécessité d’avoir des cellules non remplaçables sur le long terme, 

comme par exemple les neurones du cerveau adulte.  
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ii. Homéostasie Avec un renouvellement estimé à 60 millions de cellules par seconde, c’est dans le 
système sanguin que le rôle de l’apoptose semble le plus évident. Par exemple, dans le cas 
des lymphocytes B et T, la double délétion des protéines spécifiques de la voie intrinsèque de l’apoptose BAX et BAK provoque une accumulation de ces cellules (Lindsten et al., 2000). 

Habituellement, ces lymphocytes sont éliminés par apoptose à la fin de leur durée de vie utile, à la fin d’une infection, ou pendant le processus de maturation dans le thymus où les 
lymphocytes auto-réactifs sont éliminés. Toutefois, le rôle de l’apoptose dans le maintien de l’homéostasie d’autre organes majeurs reste plus discuté, comme par exemple dans le cas du 

système gastro-intestinal (Ke et al., 2018).  En revanche, il est clair que l’apoptose est impliquée comme mécanisme de 

réparation lors d’un remodelage important des tissus comme lors de l’involution de la 
glande mammaire suivant la lactation (Schuler et al., 2016). L’apoptose est aussi utilisée 
comme mécanisme détoxifiant dans le foie, où les hépatocytes accumulant les toxines sont 

éliminés et relarguent des cytokines permettant de stimuler la prolifération de nouveaux 

hépatocytes et ce faisant, de régénérer le foie (Luedde et al., 2014). 

d) L’homicide involontaire – L’apoptose dans les 

pathologies  Si l’équilibre apoptotique est primordial pour l’organisme, son dérèglement dans un 
contexte pathologique occasionne des conséquences dramatiques, que ce soit dans le sens d’un excès d’apoptose, ou au contraire d’un défaut d’apoptose. 

i. Défense contre les pathogènes 

En réaction aux infections intracellulaires, l’une des défenses les plus primitives des 

cellules hôtes est de mourir de manière préventive, afin de limiter au maximum la 

réplication et la propagation du pathogène (Finlay and McFadden, 2006). Cette mort cellulaire est déclenchée à la fois par des mécanismes d’apoptose extrinsèque médiés par le 
système immunitaire, mais aussi intrinsèque.  
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Dans certains cas, les bactéries se sont adaptées afin de contourner cette défense de l’hôte. Par exemple, Mycobacterium tuberculosis est capable de stimuler la production de la 

protéine anti-apoptotique Mcl-1 en activant le récepteur nucléaire PPARγ (Peroxisome Proliferator Activated Receptor γ) (Sly et al., 2003). 

ii. Maladies neurologiques 

Bien que lors du développement périnatal du cerveau les cellules présentent une sensibilité accrue à l’apoptose, celles-ci deviennent très majoritairement insensibles à l’apoptose à l’âge adulte, afin d’assurer la viabilité neuronale à long terme. Cependant, les 

protéines associées à l’apoptose peuvent être dérégulées dans des contextes pathologiques 
associés à une neurodégénérescence. En ce sens, on observe une augmentation de l’expression des protéines pro-apoptotiques BAX et BAK dans les neurones de l’hippocampe 
de la majorité des cerveaux d’individus atteints par la maladie d’Alzheimer (Kitamura et al., 

1998). On retrouve aussi un dérèglement de l’apoptose dans d’autres maladies 
neurodégénératives telles que Parkinson ou la maladie de Huntington, mais aussi dans lésions neurologiques aigues, comme lors d’ischémies cérébrales (Singh et al., 2019). 

iii. Maladies auto-immunes 

L’apoptose est très importante pour l’homéostasie du système immunitaire, et son 

dérèglement est donc dramatique pour le bon fonctionnement de celui-ci. Ainsi, une apoptose 

insuffisante, aussi bien au niveau de la voie extrinsèque (Meynier and Rieux-Laucat, 2019), qu’intrinsèque (définis en Chapitre 1.3.e) est associée à des maladies auto-immunes. 

Concernant la voie intrinsèque, on observe par exemple des niveaux élevés de protéines anti-

apoptotiques Bcl-2 dans les lymphocytes B et T du système sanguin périphérique de patients 

diagnostiqués avec un lupus systémique. La surexpression des membres de la famille BCL-2 serait aussi associée à l’hyper-prolifération des lymphocytes T impliqués dans des maladies 

auto-immunes gastrointestinale telles que la maladie de Crohn (Ina et al., 1999). 

iv. Cancer 

 L’implication de l’apoptose comme mécanisme de prévention tumorale a été évoquée dès 1972 par Kerr et collègues. Ce mécanisme permettrait d’éliminer les cellules présentant 

une prolifération excessive, ou se développant dans des sites non appropriés. Depuis, de 



Introduction 

 

21 

 

nombreuses observations ont montré que l’évasion à l’apoptose est une étape clé pour 

l’échappement et la progression tumorale, et la capacité de supprimer l’apoptose est 

considérée comme une caractéristique majeure du cancer (Hanahan and Weinberg, 2011).  

De nombreux points de contrôle déclenchant la mort cellulaire sont présents dans la 

cellule pour détecter les stress liés à une hyper-prolifération, une activité oncogénique ou une instabilité génomique, tel que les dommages à l’ADN ou un stress du réticulum 
endoplasmique. De plus, certains programmes transcriptionnels associés à la prolifération, 

comme celui orchestré par MYC, assurent aussi un contrôle additionnel en induisant aussi 

une transcription pro-apoptotique (Sarosiek et al., 2017).  L’apoptose est donc un verrou essentiel, que de nombreux avantages sélectifs permettent de faire sauter pour l’acquisition d’un phénotype tumoral. L’une des adaptations 
les plus connues pour échapper à l’apoptose est la mutation du suppresseur de tumeur p53, protéine pivot de l’induction de la mort cellulaire, que l’on retrouve mutée dans plus de 50% 
des tumeurs (Parrales and Iwakuma, 2015). Dans un très grand nombre de tumeurs, en 

particulier celles résistantes aux thérapies, on constate une augmentation des protéines anti-

apoptotiques de la famille Bcl-2. Il s’agit d’une réponse à la pression sélective imposée par l’apoptose déclenchée par les mutations et le stress rencontrés par la cellule tumorale 
(Adams and Cory, 2018). 

Ces observations mettent en lumière une donnée très importante dans un contexte 

thérapeutique. Bien que beaucoup de mécanismes senseurs du stress comme p53 sont 

inactivés dans les tumeurs, les rendant résistantes aux agents cytotoxiques tels que la 

chimiothérapie, le cœur de la machinerie apoptotique est toujours fonctionnel, ce qui permet 

d’imaginer des thérapies ciblant directement cette machinerie. Pour cela, il est indispensable 

de mieux comprendre les éléments la régulant. 
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Notion de « Priming » à l’apoptose 

Le concept de « Priming » est utilisé pour décrire les cellules présentant une sensibilité 

accrue à l’apoptose, dont l’équilibre de la balance entre les protéines anti- et pro-apoptotiques 

peut basculer facilement vers l’apoptose (Certo et al., 2006; Montero and Letai, 2018). 

Généralement, les cellules cancéreuses développent une dépendance aux protéines 

anti-apoptotiques de la famille BCL-2 à cause de plusieurs facteurs, comprenant leur tissu 

d’origine ou l’impact des lésions oncogéniques subit par la cellule. Au cours du processus de 

transformation tumorale, les mutations et les stress rencontrés par la cellule entrainent une 

surexpression de protéines BH3-only (Adams and Cory, 2018). Ce phénomène impose une 

pression sélective favorisant les cellules avec des niveaux de protéines Bcl-2 anti-apoptotiques 

élevés. Ces niveaux élevés de protéine BCL-2 renforcent l’accumulation de protéines pro-

apoptotiques BH3-only, habituellement instables non liées, qui sont stabilisés par leur liaison 

avec les protéines BCL-2 (Merino et al., 2012). 

Intrinsèquement, certains types cellulaires sont d’avantage « primés » que d’autres à 

l’apoptose. Par exemple, les cellules hématopoïétiques sont très sensibles aux signaux pro-

apoptotiques (Sarosiek et al., 2017).   

Par conséquent, les cellules tumorales ainsi « primées » sont beaucoup plus réceptives 

aux voies et stratégies thérapeutiques visant les protéines BCL-2 (Figure 1). Ces dernières 

années, de nombreuses molécules inhibant les membres de la famille BCL-2 ont vu le jour, les 

BH3 mimétiques, exploitant ce concept de « priming » à l’apoptose (Merino et al., 2018). 
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Figure 1 : Priming à l’apoptose dans le cancer et en réponse aux BH3 mimétiques 

Pendant le processus de la transformation néoplasique, la cellule est soumise à de nombreux signaux oncogènes, 

amenant un stress et donc une augmentation de l’expression des protéines pro-apoptotiques. La cellule cancéreuse 

verra alors ses protéines anti-apoptotiques saturées, et deviendra « primée » pour l’apoptose. Avec un traitement 
aux BH3 mimétiques, l’apoptose pourra donc être induite dans ces cellules. Les cellules épithéliales non stressées, 
de leur côté, seront résistantes au traitement grâce à une balance anti-apoptotique plus favorable. MOMP : 

Perméabilisation de la membrane externe mitochondriale. Adapté de (Singh et al., 2019) 

  



Introduction 

 

24 

 

e) Mode opératoire d’un serial killer - principales voies de 

signalisation 

Les mécanismes de l’apoptose sont très complexes, impliquant une cascade d’évènements moléculaires dépendant de l’énergie. A ce jour, la communauté scientifique s’accorde pour séparer l’apoptose en deux voies de signalisations principales : la voie 

extrinsèque (voie des récepteurs de mort) et la voie intrinsèque (voie mitochondriale). 

Cependant, il existe aussi des éléments montrant que ces deux voies de signalisation sont 

liées, et que des molécules d’une voie peuvent avoir un effet sur l’autre voie (Igney and 

Krammer, 2002). 

i. Voie extrinsèque La voie extrinsèque de l’apoptose est induite par l’activation de récepteurs 

transmembranaires, à la suite de perturbations du microenvironnement cellulaire 

(Flusberg and Sorger, 2015). Parmi les plus décrits de ces récepteurs, on trouve le récepteur 

FAS (aussi appelé CD95 ou APO1) (Wajant, 2002), ou encore la super famille des récepteurs 

TNF, composé notamment de TNFR, TRAILR1 et TRAILR2. 

De manière générale, la fixation du ligand au récepteur impliqué dans la voie 

extrinsèque permet l’assemblage d’un complexe protéique dynamique au niveau de l’extrémité intracellulaire du récepteur, appelé DISC pour « Death-Inducing Signaling 

Complex ». Ce complexe régulera ensuite l’activation et la régulation de la caspase 8 (et de 

la caspase 10 dans certains cas particuliers). Par exemple, dans le cas de FAS et des 

récepteurs TRAILRs, le ligand associé – FASLG (FAS ligand) et TRAIL, respectivement – 

stabilise une configuration homo-trimérique des récepteurs, et induit ainsi un changement 

conformationnel à leur extrémité intracellulaire. Ce changement permet alors l’exposition du 
domaine de mort (DD), et son association avec la protéine adaptatrice FADD (Fas Associated via Death Domain). Cette association active l’assemblage du DISC en induisant le 

recrutement, via le DED (Death Effector Domain), de la caspase 8 et de plusieurs isoformes 

de c-FLIP (Cellular FLICE-like Inhibitory Protein) (Dickens et al., 2012; Fu et al., 2016). L’interaction de la caspase 8 et du DED permet ainsi l’assemblage de filaments linéaires de 
caspase 8, facilitant son homo-dimérisation et ainsi son activation. c-FLIP, homologue de son 
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coté, agit comme élément régulateur de ce complexe. En fonction de l’isoforme de c-FLIP présente, l’action sera inhibitrice ou activatrice de la voie de signalisation apoptotique 
(Fricker et al., 2010; Hughes et al., 2016; Kavuri et al., 2011; Micheau et al., 2002). L’activation de la caspase 8 est suivie de deux voies de signalisation cellulaire différentes, suivant le type cellulaire impliqué. D’une part, dans les cellules dites « de type I » 

(thymocytes et lymphocytes matures par exemple), la caspase 8 activée va à son tour cliver 

et activer les caspases exécutrices 3 et 7 et provoquer ainsi la mort cellulaire. Cette MCR ne 

peut pas être inhibée par la surexpression des protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et par la co-

invalidation de BAX et BAK, ou la perte de BID (BH3 interacting domain death agonist), ce qui 

montre que dans ce type de cellules, la voie extrinsèque est indépendante de la voie 

mitochondriale (Barnhart et al., 2003). D’autre part, dans les cellules « de type II » (hépatocytes, cellules β du pancréas et dans la majorité des cellules cancéreuses), l’activation 
directe des caspases 3 et 7 est empêchée par les XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis 

protein) (Jost et al., 2009). Dans ces cellules, la voie extrinsèque dépend du clivage de BID 

par la caspase 8 (Li et al., 1998; Luo et al., 1998; Yin et al., 1999), et ainsi de la génération d’une forme tronquée de BID (tBID) qui transloque à la membrane externe de la 

mitochondrie (Huang et al., 2016). tBID fonctionne ensuite comme une protéine BH3-only 

(voir sous partie ii), déclenchant la perméabilisation de la membrane externe de la 

mitochondrie dépendante de BAX/BAK et une MCR médiée par la caspase 9 (Figure 2). 
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Figure 2 : Voie extrinsèque de l’apoptose, exemple des récepteurs de mort TRAILR 
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ii. Voie intrinsèque La voie intrinsèque de l’apoptose est une voie de mort médiée par des signaux 

intracellulaires activés à la suite de différentes perturbations micro-environnementales. Parmi ces perturbations, on peut citer les dommages à l’ADN, le stress du réticulum 
endoplasmique (RE), la surcharge en espèces réactives de l’oxygène (ROS), la déprivation de 
facteur de croissance, ou encore le stress réplicatif. (Czabotar et al., 2014; Pihan et al., 2017; 

Roos et al., 2016). Ces perturbations provoquent l’activation de protéines pro-apoptotiques, les BH3-

only « activateurs » d’apoptose. Dans certains cas de figure, cette activation est transcriptionnelle, comme dans le cas de dommages à l’ADN, ou le facteur de transcription 
p53 surexprime PUMA (p53-upregulated modulator of apoptosis), une protéine BH3-only. 

Elle peut aussi se faire à un niveau protéique comme lors du clivage de la forme inactive BID 

vers la forme active, tronquée, tBID. Ces protéines pro-apoptotiques peuvent interagir et être 

séquestrés par des protéines anti-apoptotiques tel que Bcl-2, Bcl-XL ou Mcl-1, ce qui 

empêchera leur action pro-apoptotique. Si ces protéines anti-apoptotiques sont déjà saturées 

ou absentes, les protéines BH3-only peuvent se lier et activer BAX (BCL-2 associated X 

protein) et/ou BAK (BCL-2 antagonist/killer). Une fois activées, BAX et BAK oligomérisent et 

forment ainsi des pores permettant la perméabilisation de la membrane externe de la 

mitochondrie (ou MOMP, pour Mitochondria Outer Membrane Permeabilisation). Cela a 

pour conséquence le relargage de protéines apoptotiques dans le cytoplasme, telles que le 

cytochrome C, SMAC (Second Mitochondrial-Derived Activator of Caspases) et la protéase à 

sérine OMI. Dans le cytoplasme, le cytochrome c interagit avec APAF1 (Apoptotic Protease 

Activating Factor 1) pour former l’apoptosome, un complexe protéique servant de plateforme d’activation pour la caspase 9. La caspase 9 activée, à son tour, clive ensuite les 

caspase effectrices 3 et 7 pour exécuter le processus de mort cellulaire (Singh et al., 

2019)(Figure 3). Cette voie de signalisation est finement régulée, notamment au niveau de l’activation 
des caspases, qui peuvent être inhibées par XIAP, pouvant lui-même être neutralisé par SMAC 

et OMI, libérées dans le cytoplasme au moment de la MOMP. Malgré tout, cette régulation repose d’abord sur l’équilibre entre les éléments pro-apoptotiques (BAX/BAK et les 
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protéines BH3-only) et anti-apoptotiques (parmi lesquels Bcl-2, Bcl-XL et Mcl-1). Le niveau 

protéique de ces différents éléments est maintenu par une régulation complexe, aussi bien à 

un niveau transcriptionnel (Miyashita and Reed, 1995; Zong et al., 1999) que post 

traductionnel (Kale et al., 2018), en particulier grâce à la voie de dégradation ubiquitine 

dépendante. 

 

Figure 3 : Voie intrinsèque de l’apoptose 
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Ces deux voies de signalisation nous montrent que les voies de mort ne sont pas si 

distinctes, qu’elles sont interconnectées et imbriquées. Lorsque l’on tente de décrypter un 

processus de mort donné, comme c’est le cas dans mon projet de thèse, il est important de 

regarder les voies de morts dans leur ensemble et non pas de se cantonner à un concept et 

aux voies de signalisation établies.  
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f) Régulation de l’apoptose : focus sur la famille Bcl-2 

De nombreux acteurs et processus sont impliqués dans la régulation des voies 

d’apoptoses, qu’elles soient extrinsèques ou intrinsèques. L’apoptose peut par exemple être 

régulée de manière transcriptionnelle, comme c’est le cas avec p53 et son inhibiteur MDM2 

(mouse double minute 2 homolog), ou même par des cellules immunitaires, tel qu’on peut 

l’observer pour la voie du granzyme B. Ces voies étant trop nombreuses et complexe pour 

être abordées ici, nous nous concentrerons sur les éléments de régulation impliqués dans ce 

projet de thèse, les membres de la famille Bcl-2. 

Comme très souvent dans le domaine du vivant, tout est affaire d’équilibre, et du 
maintien ou non de cet équilibre dépendra le sort de la cellule. Cette balance apoptotique est composée d’une part des protéines pro-apoptotiques BAX, BAK, BOK, et de la famille des 

BH3-only, et d’autre part des protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2. Dans cette 

sous-partie, nous ferons un focus sur les différents mécanismes agissant sur l’équilibre de 
cette balance en régulant la famille Bcl-2. 

i. La famille Bcl-2, de nombreux poids dans la balance L’ensemble des membres de cette balance appartiennent à la famille des Bcl-2, elle-

même divisée en trois groupes, basés sur leur fonction : (1) les protéines anti-apoptotiques 

(Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, Mcl-1, BFL-1/A1), (2) les protéines pro-apoptotiques formant des 

pores (BAX, BAK et BOK) et (3) les protéines BH3-only (BAD, BID, BIK, BIM, NOXA, PUMA, 

etc.) (Juin et al., 2013). Structurellement, ces protéines partagent la présence de domaines 

BH (BCL2 Homolgy domain), permettant les interactions de ces différentes protéines entre 

elles. Il existe 4 domaines BH différents, et seul le domaine BH3 est partagé par tous les 

membres de la famille. Si les protéines de la famille BH3-only, comme leur nom l’indique, ne 
présentent que ce type de domaine, les protéines anti-apoptotiques et les protéines formant des pores présentent l’ensemble de ces 4 domaines. Cette particularité leur permet d’adopter 
une structure tertiaire très conservée, formant un sillon hydrophobe de liaison au domaine 

BH3, agissant comme récepteur pour les domaines BH3 des autres membres de la famille 

(Kale et al., 2018). 
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ii. Interactions 

Chacun de ces partenaires interagit de manière préférentielle entre eux, ajoutant un 

niveau de complexité et de subtilité à cet équilibre pro/anti apoptotique. Ainsi, les protéines 

BH3-only BID, BIM et PUMA, interagissent et activent BAX et BAK, mais interagissent aussi 

avec les protéines anti-apoptotiques Bcl-2, parfois même de manière plus spécifique. Ces 

protéines anti-apoptotiques ont donc un effet titrant sur les protéines BH3-only activatrices, 

empêchant leur action, constituant ici un premier niveau d’inhibition. Par exemple, tBID 

interagit avec BAX avec une constante de dissociation de 25nM en présence de membrane, 

mais son interaction est encore plus forte avec Bcl-xL, avec une constante de dissociation de 

3nM (Kale et al., 2018). L’activation de BAX par tBID ne sera donc efficace qu’une fois les sites 
BH3 des protéines Bcl-XL saturés. Cet effet peut être modulé par l’intervention des protéines 
BH3-only sensibilisatrices, incapables d’activer BAX et BAK, mais pouvant saturer les 

protéines anti-apoptotique Bcl-2, et donc faire pencher la balance vers l’apoptose. A un deuxième niveau d’inhibition, les protéines anti-apoptotiques Bcl-2, lorsqu’elles ne sont pas 
saturées par les protéines BH3-only, peuvent aussi interagir directement avec BAX et BAK, et empêcher ainsi leur oligomérisation et l’induction de l’apoptose (Figure 4).   

Ces affinités entre les différents groupes de la famille Bcl-2 peuvent aussi varier selon 

leurs membres. Notamment, NOXA se lie préférentiellement à Mcl-1, avec des constantes d’affinités bien moindre à Bcl-2 et Bcl-XL (Kale et al., 2018). Ainsi, le poids de chacun des 

partenaires dans la balance pourra varier en fonction des autres partenaires présents, car certains seront bloqués plus efficacement que d’autres.  Ce système d’interaction entre protéines inhibitrices et activatrices constitue donc un 
verrou complexe dont les composants eux-mêmes sont régulés à plusieurs niveaux 
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Figure 4 : Interactions entre les membres de la famille Bcl-2 

 (adapté de (Juin et al., 2013)) 

iii. Régulation des protéines BH3-only L’activité des protéine BH3-only est régulée à plusieurs degrés. Le niveau basal des 

protéines BH3-only est très bas, voir indétectable par la plupart des méthodes. Sous l’effet de 
différents stress et processus apoptotiques, la transcription des protéines BH3-only est 

activée par le biais de facteurs de transcription spécifiques. Parmi les facteurs de 

transcription impliqués, on peut citer p53 pour NOXA et PUMA, FOXO3a et CHOP pour BIM 

et PUMA, ou encore HIF-1α pour NOXA et Bnip3 (Lomonosova and Chinnadurai, 2008). 

Le niveau intracellulaire des protéines BH3-only est ensuite régulé par une panoplie 

de modifications post-traductionnelles. Ces protéines peuvent être ubiquitinés et 

dégradées par le protéasome, inhibant ainsi leur potentiel pro-apoptotique (Gupta et al., 

2018). La phosphorylation des protéines BH3-only peut, selon les cas, provoquer leur activation ou leur inhibition. La phosphorylation de BAD provoque l’inhibition de son activité 
pro-apoptotique (Zhou et al., 2000), alors que la phosphorylation de BIK améliore son 

interaction avec les protéines anti-apoptotiques, augmentant ainsi son activité pro-

apoptotique (Verma et al., 2001). S’ajoutent à ces mécanismes d’autres modifications portant 
sur la conformation et la structure protéique des BH3-only, tel que le clivage de BID par la 

caspase-8, menant à la forme activée tBID (Li et al., 1998). 
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iv. Régulation des protéines anti-apoptotiques Bcl-2, l’exemple de Mcl-
1 

De façon similaire, les protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 sont finement 

régulées, à de nombreux niveaux, car le moindre déséquilibre peut déterminer la vie ou la 

mort de la cellule. Pour illustrer cette régulation, nous prendrons pour exemple la protéine 

Mcl-1, qui a fait l’objet de nombreuses études, et qui est un élément central de mon projet.  L’expression du gène Mcl-1 est contrôlée au niveau transcriptionnel, post-

transcriptionnel et traductionnel, et la protéine elle-même fait l’objet de nombreuses 
modifications post-traductionnelles permettant de contrôler sa stabilité et sa dégradation 

(Senichkin et al., 2020). 

Au niveau transcriptionnel, Mcl-1 est régulé par différentes cytokines et facteurs de 

croissance agissant sur plusieurs programmes transcriptionnels induisant Mcl-1, tel que la 

voie des MAP kinases ou la voie PI3/Akt. A contrario, le facteur de transcription E2F1 est 

décrit pour réprimer le promoteur de Mcl-1 (Mojsa et al., 2014). La transcription de Mcl-1 est notamment modulée à la suite de stress cellulaires comme l’hypoxie ou le stress du réticulum 

endoplasmique.   

A un deuxième degré de régulation, l’épissage des pre-ARNm et la régulation des 

niveaux d’ARNm permettent un contrôle post-transcriptionnel de l’expression de Mcl-1. L’ARNm de Mcl-1 peut être épissé en deux formes alternatives de Mcl-1 (Mcl-1S et Mcl-1ES). Ces deux formes, à la différence de la forme totale, seraient en capacité d’induire la mort 
cellulaire mitochondriale, en se liant à la forme totale de Mcl-1 (Cui and Placzek, 2018). L’ARNm est ensuite régulé de manière très stricte par plusieurs protéines de liaison à l’ARN, 
par des microARN ainsi que par des longs ARN non codant (LncARN). Ces nombreux points de régulation confèrent à l’ARNm de Mcl-1 une demi-vie très courte (2 à 3h) (Senichkin et al., 

2020). A ce jour, pas moins de 13 microARN et 12 LncARN ciblant Mcl-1 ont été décrit. 

De plus, Mcl-1 est une protéine efficacement régulée par les facteurs d’initiation de 

la traduction. Le niveau intracellulaire de Mcl-1 est donc dépendant de nombreux stress 

ciblant la cellule, convergeant vers la phosphorylation de eIF2, et aboutissant à un blocage 

général de la traduction (Fritsch et al., 2007).  
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 La structure particulière de l’extrémité N-Ter de Mcl-1 comporte de nombreuses 

caractéristiques permettant plusieurs possibilités de régulations post-traductionnelles 

(Figure 5) (Mojsa et al., 2014). Deux sites caspases, Asp127 et Asp157, permettent le clivage 

de la protéine par les caspases ou le granzyme B pendant le processus apoptotique, 

amplifiant le signal de mort initial (Han et al., 2005; Herrant et al., 2004). La partie N-Ter de 

Mcl-1 arbore aussi des sites PEST (Proline (P), Glutamate (E), Serine (S), Threonine (T)) 

caractéristiques de protéines rapidement dégradées, et soumises à une régulation intensive 

(Kozopas et al., 1993). Au niveau de ces sites PEST, on retrouve de nombreux sites de 

phosphorylation potentiels. Plusieurs combinaisons d’états de phosphorylation existent 

donc, aboutissant à différents résultats pouvant être pro- ou anti-apoptotiques.  La kinase 

ERK (Extracellular signal-Regulated Kinase) est notamment connue pour phosphoryler le 

site Thr163, ce qui a pour effet de stabiliser Mcl-1 (Domina et al., 2004). A l’inverse, la 
phosphorylation de Mcl-1 par la kinase GSK3β (Glycogen Synthase Kinase 3β) a pour conséquence de diminuer l’affinité de Mcl-1 pour ses partenaires pro-apoptotiques, menant donc à l’apoptose (Tong et al., 2018). Parfois, la phosphorylation de Mcl-1 peut mener 

directement à sa dégradation, lorsque les sites Thr163, Thr92, Ser121 et Ser159 sont 

phosphorylés, grâce à l’action de la machinerie des ubiquitines ligases (Ding et al., 2007; 

Maurer et al., 2006). 

 

Figure 5 : Structure de Mcl-1 

Ub : Site d’ubiquitination ; Phos : site de phosphorylation ; Casp : site de cleavage caspase ; TM : Domaine 

Transmembranaire 
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Ubiquitination de Mcl-1 

 Cette machinerie des ubiquitines ligases tient une place très importante dans la 

régulation de Mcl-1, assurant un turnover permanent de la protéine, et permettant la 

dégradation de Mcl-1 à la suite de différents stimuli (Mojsa et al., 2014).  Cette machinerie 

met en jeu une chaine enzymatique liant de façon covalente une chaine d’ubiquitine à 

Mcl-1. Lorsque les lysines sont reliées au niveau de leur résidus K48, cette chaine signale spécifiquement l’envoi de la protéine vers une dégradation par le protéasome. Plusieurs 
enzymes, des ubiquitines ligases et déubiquitinases, sont décrites à ce jour comme étant 

impliquées dans la dégradation de Mcl-1.   

Mule 

Mule, pour « Mcl-1 ubiquitin ligase E3 » est la première E3 ubiquitine ligase ciblant 

Mcl-1 à avoir été identifiée(Zhong et al., 2005). Cette enzyme appartient à la sous famille des 

E3 à domaine HECT, et possède la particularité de présenter un domaine BH3 dans sa structure, lui permettant d’interagir avec Mcl-1, mais pas avec les domaines de Bcl-2 et Bcl-

xL. Toutefois, cette interaction est bien moins forte que l’interaction liant Mcl-1 aux protéines 

BH3-only. Bim, en interagissant avec Mcl-1, empêche son interaction avec Mule et donc sa 

dégradation (Warr et al., 2005). A l’inverse, NOXA, va favoriser l’interaction entre Mcl-1 et Mule, tout en inhibant l’interaction entre Mcl-1 et la déubiquitinase USP9X. NOXA et Mule, 

conjointement, vont donc permettre la dégradation de Mcl-1 (Gomez-Bougie et al., 2011).  

MARCH5 

NOXA a aussi été décrit récemment comme induisant la dégradation de Mcl-1 avec le concours d’une autre ubiquitine ligase, MARCH5. Il s’agit d’une E3 ligase à domaine RING finger ayant la particularité d’être une protéine transmembranaire mitochondriale (Shiiba et 

al., 2020), impliquée dans la fission mitochondriale, le contrôle de l’intégrité de la 
mitochondrie et la mitophagie. En 2016, des premières observations ont révélé que l’invalidation de MARCH5 réduit l’ubiquitination et la dégradation de Mcl-1 (Subramanian et 

al., 2016). Par la suite, différents groupes ont pu démontrer la dégradation de Mcl-1 par l’action combinée de MARCH5 et NOXA (Arai et al., 2020; Haschka et al., 2020), avec l’implication possible de MTCH2, une protéine de la membrane externe mitochondriale, et de l’E2 ligase UBE2K (Djajawi et al., 2020).  



Introduction 

 

36 

 

  

La machinerie ubiquitine-protéasome 

 L’ubiquitination et la dégradation des protéines est dirigée par le système ubiquitine-

protéasome, nécessaire à la prolifération cellulaire, la régulation de la transcription ainsi qu’à 

l’apoptose. Ce système fait intervenir une cascade enzymatique (Figure 6), aboutissant à la 

liaison covalente d’une chaine d’ubiquitine sur la protéine cible, la dirigeant vers sa 

dégradation par le protéasome (Gupta et al., 2018). 

 Ce processus commence par l’activation ATP dépendante de l’ubiquitine, un peptide 

de 76aa, par l’enzyme E1. Les deux protéines sont alors liées par un lien thioester, puis 

l’ubiquitine est transférée sur une deuxième enzyme, une enzyme de conjugaison de 

l’ubiquitine E2. La dernière étape de cette chaîne consiste alors au transfert de l’ubiquitine sur 

une ubiquitine ligase E3, qui catalyse la liaison de l’ubiquitine au substrat en formant une liaison 

isopeptide entre la glycine en C-ter de l’ubiquitine et le groupe ε-NH3 d’une lysine interne du 

substrat. Ce processus se répète ensuite, aboutissant à la liaison de nouvelles ubiquitines sur le 

substrat ou directement sur un résidu lysine de l’ubiquitine précédente, résultant 

généralement en la formation d’une chaîne d’ubiquitine. Lorsque les ubiquitines sont fixées 

entre elles au niveau de leur résidu Lys48 ou du résidu Lys11, ce processus conduit à la 

dégradation de la protéine par le protéasome. Les chaînes d’ubiquitinations se liant aux résidus 

Lys63, au résidu Lys en N-ter et formant une chaîne dite linéaire, et dans certains cas, au résidu 

Lys11 vont permettre la formation de complexes avec d’autres protéines partenaires, 

impliquant l’induction de voies de signalisations. 

 Il existe deux classes majeures d’ubiquitines E3, basées sur la manière dont elles 

transfèrent l’ubiquitine de l’enzyme E2 sur le substrat. D’une part, les E3 possédant un domaine 

catalytique HECT (homologous to E6AP carboxyl terminus) créent un état catalytique 

intermédiaire où l’ubiquitine est transférée sur leur résidu cystéine, avant son transfert sur le 

substrat (Huibregtse et al., 1995). D’autre part, la famille des E3 de type RING (Really Interesting 

New Gene) transfère directement l’ubiquitine au substrat (Lorick et al., 1999). Les E3 de type 

RING peuvent être composées d’une ou plusieurs sous-unités. Dans ce travail de thèse, nous 

nous concentrerons sur le complexe CULLIN3-RBX1, une CULLIN-RING-Ligase (CRL) de la classe 

des E3 RING. 



Introduction 

 

37 

 

 

Figure 6 : La machinerie Ubiquitine-Ligase 

 

Parkin 

 La voie canonique de l’E3 ligase RBR et de PINK1 (PTEN-induced kinase 1) permet 

normalement le renouvellement des mitochondries dysfonctionnelles ou légèrement dépolarisées, sans induction de l’apoptose. Lorsque la dépolarisation est trop importante, 
Parkin ubiquitine et dégrade Mcl-1, permettant l’induction de l’apoptose (Carroll et al., 2014). 

SCF  

 Comme nous l’avons décrit plus haut, la phosphorylation de Mcl-1 peut mener à son 

ubiquitination et à sa dégradation. Plusieurs E3 ubiquitines ligases nécessitent la 

phosphorylation de différents sites par GSK-3 au préalable, dont SCFβ-TrCP, SCFFBXO4 et 

SCFFBW7(Senichkin et al., 2020). SCF (Skp1, Cul1, F-box-protein) est une E3 ligase composée 

de plusieurs protéines, dont une protéine F-box interchangeable, dédiée à la reconnaissance 

du substrat. Les protéines de cette famille peuvent agir de manière redondante, comme cela 

a été démontré pour SCFβ-TrCP et SCFFBW7, où l’invalidation des deux E3 ligases est nécessaire 
pour abolir l’effet d’un inhibiteur d’Akt, API-1, sur la dégradation de Mcl-1 (Ren et al., 2013). 
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Figure 7 : Structure du complexe CRL3  

 

  

Complexe CRL3 

Représentant la plus grande famille des ubiquitines ligase E3, les complexes 

d’ubiquitination Cullin-RING ligases (CRL) sont assemblés autour de la protéine d’échafaudage 

culline. Chacune des sept Cullines (CUL1, CUL2, CUL3, CUL4A, CUL4B, CUL5 et CUL7) peut former 

différents complexes dans les cellules humaines (CRL1, CRL2, CRL3, CRL4A, CRL4B, CRL5 et CRL7 

respectivement) (Lydeard et al., 2013). Chaque Culline est directement associée en C-terminal avec 

la protéine RBX1 ou 2 (protéines RING-H2-domain) qui assure l’interaction avec l’enzyme E2 et qui 

catalyse le transfert de l’ubiquitine sur le substrat (Figure 7). 

Dans le cas des ligases E3 Cullines (CRL3), seul RBX1 est décrit pour s’associer avec la Cullin-

3. En N-terminal, la Cullin-3 se lie avec une protéine BTB (Bric-à-brac/Tamtrack/Broad), qui garantit 

l’interaction avec le substrat et qui apporte la spécificité de l’ubiquitination (Jerabkova and 

Sumara, 2019). Le domaine BTB permet la liaison de la protéine BTB à la Cullin-3, alors que la 

reconnaissance du substrat est assurée par un domaine d’interaction contenant les domaines 

MATH (Meprin and TRAF Homology) et Kelch. Environ 200 protéines contenant un domaine BTB 

ont été identifiées chez l’homme, et 53 ont été décrites pour leur interaction avec la Cullin-3, 

illustrant la grande diversité de signalisations possibles (Bennett et al., 2010). Comme d’autres CRL, 

les CRL3 E3 ligase sont activées par liaison covalente d’une protéine NEDD8 (Enchev et al., 2015) 

Les rôles identifiés du CRL3 sont donc très variés, allant du contrôle du cycle cellulaire à 

l’apoptose, en passant par le trafic de protéines (Cheng et al., 2018).  

La régulation des CRL est complexe, et fait intervenir des partenaires dont certains 

encore peu connus. Dans notre projet, nous nous sommes intéressés à l’un de ces 

partenaire possible, COMMD2, que nous décrirons plus en détail dans le prochain encadré. 
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Trim17 

 Trim17 appartient à la famille TRIM, l’une des plus grandes familles de ligase E3 
ubiquitine unique à domaine RING. En plus de ses rôles possibles dans la régulation de la prolifération cellulaire, Trim17 serait nécessaire et suffisant à l’induction de l’apoptose dans 

les neurones (Mojsa et al., 2014). A l’instar des ubiquitines ligases SCF, Trim17 nécessite une 

phosphorylation de Mcl-1 par GSK3 au préalable pour déclencher sa dégradation et l’apoptose dans des neurones granulaires du cervelet (Magiera et al., 2013).  

APC/C Cdc20 Plusieurs études mettent en lumière l’importance de la dégradation de Mcl-1 dans le contexte d’un arrêt mitotique prolongé (Senichkin et al., 2020). Si le rôle des ubiquitines 

ligase MULE et SCFFBW7 est encore discuté dans ce contexte (Sloss et al., 2016), l’implication 
de APC/C, une E3 RING ligase à plusieurs sous-unités, tend à se confirmer (Allan et al., 2018). Après traitement avec un poison des microtubules, induisant l’arrêt mitotique, APC/C 
dégrade Mcl-1, en agissant de concert avec Cdc20 ; un co-activateur permettant la 

reconnaissance du substrat.  

Déubiquitination 

 La déubiquitination est le processus inverse de l’ubiquitination, qui contrebalance l’action des E3 ligase. Plusieurs déubiquitines ligases ont été identifiées dans ce processus 

qui permet la stabilisation de Mcl-1, incluant USP9X, USP13, USP24, JOSD1, DUB3 et Ku70 

(Senichkin et al., 2020). Au même titre que les kinases et les E3 ligases, ces déubiquitinases 

sont très intimement reliées au complexe réseau régulant les niveaux protéiques de Mcl-1. 

Par exemple, la première déubiquitinase à avoir été identifiée, USP9X, interagit de manière 

relativement faible avec Mcl-1 en comparaison à d’autres protéines de la famille Bcl-2, telle 

que NOXA (Schwickart et al., 2010). Ainsi, la surexpression de NOXA diminue l’interaction 
entre USP9X et Mcl-1, favorisant l’ubiquitination de ce dernier, sa dégradation et donc l’apoptose (Gomez-Bougie et al., 2011 ; Yan et al., 2014). La phosphorylation des résidus Ser155, Ser 159 et Thr163 empêche aussi l’interaction avec USP9X, et déstabilise la protéine 

(Schwickart et al., 2010).  
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Figure 8 : Membres et structure de la famille des COMMD 

(issu de Bartuzi et al., 2013) 

  

COMMD2 

COMMD2 est une protéine de 199aa, appartenant à la famille des protéines COMMD 

(copper metabolism MURR1 domain containing). Il s’agit d’une famille très conservée chez les 

eucaryotes, exprimée de façon ubiquitaire, et impliquée dans une grande diversité de processus 

cellulaires (Bartuzi et al., 2013). Le domaine COMM, présent en C-ter de tous les membres de la 

famille, permet l’interaction des protéines COMMD entre elles, et avec leurs partenaires 

potentiels (Figure 8). A l’exception de COMMD1, décrit pour son implication dans la régulation 

de NF-kB (Bartuzi et al., 2013), sa participation au métabolisme du cuivre (Tao et al., 2003), ou 

encore son rôle dans l’adaptation à l’hypoxie (van de Sluis et al., 2007), les autres membres de 

la famille sont très peu décrits, et aucune publication ne traite directement de COMMD2. 

 Plusieurs des membres de cette famille ont été décrit dans des contextes tumoraux : 

COMMD1, COMMD5 et COMMD10 semblent promouvoir des mécanismes anti-tumoraux, alors 

que COMMD7 semble pro-tumoral (Yang et al., 2019). 

 Tous les membres de cette famille ont la capacité à s’associer avec différentes Cullines 

(Mao et al., 2011). COMMD1, en interagissant avec le CRL, aurait la capacité de déplacer CAND1 

(Cullin-associated Nedd8-dissociated Protein 1), un inhibiteur du CRL, provoquant ainsi la 

neddylation et l’activation de ce complexe. Dans cette étude, les auteurs démontrent que 

COMMD2 interagit avec principalement avec la Cullin-3. 
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Tous ces acteurs travaillent donc de concert et de façon étroitement liée pour réguler 

les niveaux intra-cellulaires de Mcl-1, mais ce système peut rencontrer des dysfonctionnements…  

Dérégulation de Mcl-1 

 Comme vu précédemment, les protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 

favorisent la survie tumorale, le dérèglement de leur régulation menant à leur surexpression 

est donc fréquent. Mcl-1, en particulier, est l’un des gènes les plus amplifié dans les cancers 

humains (Beroukhim et al., 2010), et son expression est souvent associée aux résistances 

aux chimiothérapies et aux rechutes (Wei et al., 2006; Wuilleme-Toumi et al., 2005). La 

surexpression de Mcl-1 tient par exemple un rôle primordial dans le développement et la 

maintien de leucémies myéloïdes aigues (Glaser et al., 2012), et accélère la lymphomagénèse 

induite par myc (Campbell et al., 2010). L’amplification de Mcl-1 peut provenir d’insertion 

de courtes séquences spécifiques au sein de son promoteur, qui corrèle avec l’augmentation de l’expression de Mcl-1, et un mauvais pronostic dans le cas de leucémies 

lymphocytiques chroniques (Moshynska et al., 2004). A un niveau génique, les dérégulations 

de Mcl-1 proviennent généralement d’amplifications du gène, et non de translocations de 

gènes ou de mutations ponctuelles (Fernandez-Marrero et al., 2016; Forbes et al., 2017). 

 Les mécanismes de phosphorylation et d’ubiquitination constituent un autre 
ensemble de voies de signalisation dont la cellule tumorale peut abuser pour déréguler les niveaux d’expression de Mcl-1. Par exemple, les phosphorylations aux sites Thr92 et 

Thr163, stabilisant Mcl-1, sont impliquées dans la résistance acquise par des lignées de 

leucémie lymphoblastique aigues au traitement ABT-737 (ciblant Bcl-2 et Bcl-xL) 

(Mazumder et al., 2012). Parmi les ubiquitines ligases, une diminution de l’expression de 

FBW7 corrèle avec l’accumulation de Mcl-1 et un mauvais pronostic dans les cancers du 

pancréas (Ishii et al., 2017). A l’inverse, une augmentation de l’expression de la 

déubiquitinase USP9X corrèle avec l’augmentation des niveaux de Mcl-1 dans des cancers 

du côlon ou encore dans des lymphomes folliculaires (Peddaboina et al., 2012; Schwickart et 

al., 2010).  
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Les moyens permettant à la cellule cancéreuse d’augmenter les niveaux 

intracellulaires de Mcl-1 sont nombreux, et les tumeurs sont souvent dépendantes de son 

expression pour leur survie. Connaitre les mécanismes conduisant à son expression 

représente donc un enjeu majeur pour prédire la dépendance d’une tumeur à cette protéine.  

De plus, cela permettrait de trouver des points de signalisations sensibles sur lesquels 

appuyer pour cibler cette dépendance, et déclencher l’apoptose des cellules tumorales. Le 

récepteur à dépendance UNC5B, qui a été l’objet principal de mon étude au cours de ma 

thèse, pourrait être l’un de ces moyens de régulation. 

   



Introduction 

 

43 

 

  

Les BH3 mimétiques, une classe de molécules prometteuse 

 La dérégulation des protéines de la famille Bcl-2 est un phénomène courant pendant la 

tumorigenèse. On observe la surexpression de Bcl-2 dans de nombreuses pathologies, 

comprenant le cancer du sein et de la prostate, le glioblastome ou encore les lymphomes 

(Placzek et al., 2010).  De la même manière, on retrouve aussi une surexpression de Mcl-1 dans 

les cancers de la prostate, les cancers du pancreas, les cancers oraux, dans les leucémies et 

dans les carcinomes hépatocellulaire (Dash et al., 2011; Maji et al., 2015; Placzek et al., 2010; 

Sieghart et al., 2006). Plus important, cette surexpression permet dans certains cas aux tumeurs 

d’acquérir des résistances face aux thérapies anticancéreuses (Maji et al., 2018). 

Ces observations ont donné lieu à la mise au point d’une nouvelle classe de molécules 

thérapeutiques, les BH3 mimétiques, visant à cibler les protéines anti-apoptotiques de la 

famille Bcl-2, et ainsi à provoquer l’apoptose des cellules tumorales. Ces 15 dernières années 

ont vu fleurir une large palette de BH3 mimétiques, ciblant principalement Bcl-2, Bcl-XL et Mcl-

1 (Tableau 1) (Cerella et al., 2020). Bien que les premiers BH3 mimétiques développés, l’ABT-

263 et l’ABT-737, ciblent à la fois Bcl-2, Bcl-XL et Bcl-W, les générations suivantes ont été 

améliorées pour cibler spécifiquement une seule protéine de la famille Bcl-2 à la fois. Ainsi, des 

composés ciblant Bcl-2 et Bcl-XL ont rapidement été développés, puis plus tardivement des 

composés ciblant Mcl-1, du fait de paramètres chimiques plus contraignants (Merino et al., 

2018). 

Toutefois, parmi ces composés, seul le Venetoclax est parvenu à obtenir une 

autorisation de mise sur le marché pour le moment. En effet, l’utilisation pour des applications 

cliniques de ces composés est freinée par une toxicité possible sur les cellules saines. Par 

exemple, la protéine Mcl-1 joue un rôle crucial dans le maintien de nombreux types cellulaires 

tel que les cardiomyocytes (Thomas et al., 2013), les hepatocytes (Vick et al., 2009) ou encore 

les lymphocytes B et T matures et immatures (Opferman et al., 2003). Malgré tout, les essais 

en cours concernant ces inhibiteurs montrent des résultats encourageants, avec une toxicité 

limitée si une bonne fenêtre thérapeutique est respectée. 
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Tableau 1 : Liste des principaux BH3 mimétiques actuellement développés 

Ki : constante d’inhibition ; Kd : constante de dissociation  

Adapté de (Cerella et al., 2020) 

Nom de la molécule Cible(s) Statut clinique Référence 

BH3 mimétiques ciblant Bcl-2 

Venetoclax (ABT-199, GDC-

0199) 

Bcl-2  

Ki<0.01 nM 

Approuvé depuis 2017 pour le 

traitement des leucémies myéloïdes 

aigues (LMA). En cours d'évaluation 

pour d'autres pathologies 

(Souers et al., 

2013a) 

Navitoclax (ABT-263) 

Bcl-2, Bcl-XL, et Bcl-

W  

Ki ≤0.5–3.3 nM 

Essais cliniques en cours pour le 

traitement de tumeurs solides et 

hématologiques (autre que LMA) 

(NCT03592576) 

(NCT03181126) 

(Kivioja et al., 

2019) 

ABT-737 

Bcl-2, Bcl-XL, et Bcl-

W   

Ki<0.1 nM 

Expérimental 

(Pan et al., 

2015) 

BH3 mimétiques ciblant Mcl-1 

A-1210477 
Mcl-1 

Ki 0.45 nM 

Outil de recherche, exclu pour 

l'utilisation clinique 

(Leverson et 

al., 2015a) 

AZD5991 
Mcl-1 

Ki 0.13 nM 
Essai clinique en cours (NCT03218683) 

(Tron et al., 

2018) 

AMG-176 
Mcl-1 

Ki 0.13 nM 
Essai clinique en cours (NTC03797261) 

(Caenepeel et 

al., 2018) 

AM-8621 
Mcl-1 

Ki 0.06 nM 
Expérimental 

(Caenepeel et 

al., 2018) 

S63845 
Mcl-1 

Ki<1.2 nM 
Expérimental 

(Kotschy et al., 

2016a) 

S64315 (MIK665) 
Mcl-1 

Ki 0.048 nM 

Essai clinique en cours dans plusieurs 

cancers hématopoïétiques  

(NTC03672695) 

(NTC02979366) 

(NCT02992483) 

(Szlavik et al., 

2020) 

VU661013 
Mcl-1 

Ki 97 pM 
Expérimental 

(Ramsey et al., 

2018) 

BH3 mimétiques ciblant Bcl-XL 

WEHI-539 
Bcl-XL 

Kd 0.6 nM 
Expérimental 

(Tanaka et al., 

2013) 

A-1155463 
Bcl-XL 

Ki<0.01 nM 
Expérimental 

(Wang et al., 

2019) 

A-1331852 
Bcl-XL 

Ki<0.01 nM 
Expérimental 

(Anstee et al., 

2019) 
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Chapitre 2 : UNC5B comme récepteur à 

dépendance 

Classiquement, notre vision des récepteurs membranaires est très simple. Lorsque le 

ligand du récepteur est présent, il se fixe à celui-ci et induit un changement conformationnel, aboutissant à une signalisation spécifique. Lorsqu’il est absent, le récepteur est inactif et aucune signalisation n’en résulte. Dans certains cas de figure, la signalisation induite par le récepteur peut être nécessaire à la survie de la cellule. Ainsi, dans le cas d’une déprivation en 
ligand, celle-ci peut être éliminée indirectement par MCR. Cependant, en 1998, Patrick 

Mehlen et Dale Bredesen ont apporté une nuance supplémentaire à ce schéma classique, en 

élaborant le concept des Récepteurs à Dépendance (RD). Ces récepteurs, en plus de leur 

capacité à induire un signal intracellulaire en présence du ligand, sont aussi actifs en absence du ligand, en induisant un signal d’apoptose (Mehlen et al., 1998; Rabizadeh et al., 

1993)(Figure 9A). Ces protéines ont été surnommées "récepteurs à dépendance" puisque 

l'expression de ce récepteur rend les cellules dépendantes de la disponibilité du ligand pour 

la survie. La double délétion du couple ligand/récepteur ne suffisant pas à déclencher l’apoptose, les cellules ne sont pas uniquement dépendantes de la signalisation positive du 

RD pour survivre. 

1. Les récepteurs à dépendance, une famille 

fonctionnelle A ce jour, plus d’une vingtaine de RD ont été décrit, parmi lesquels on peut citer 
(Negulescu and Mehlen, 2018) (Figure 9B) : 

- Les récepteurs de la netrin-1, DCC (Deleted in Colorectal Carcinoma), UNC5Hs 

(UNCoordinated 5 Homologs 1/2/3/4 ou UNC5A/B/C/D) et Neogénine 

- Les récepteurs au morphogène SHH (Sonic HedgeHog), Ptch1 (Patched) et 

CDON (cell-adhesion moleculerelated/ downregulated by oncogenes)  

- Le récepteur aux neurotrophines p75NTR (p75 NeuroTrophin Receptor) 
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Figure 9 : Les récepteurs à dépendance, une famille fonctionnelle 

(A) Signalisation bivalente des récepteurs à dépendance 

(B) Membres actuellement connus de la famille des récepteurs à dépendance  

   
A 

B 
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- Les récepteurs à activité Tyrosine kinase, RET (REarranged during 

Transfection), TrkA et TrKC (Tropomyosin Receptor Kinase A and C), Eph4A 

(ephrin type A receptor 4), MET et enfin C-Kit, décrit très récemment (Wang et 

al., 2018) 

- Le récepteur à la Semaphorin3E, Plexin-D1 

- Certaines Intégrines 

- Kremen-1 

- Notch3 

 

Ces récepteurs sont différents structurellement, et la définition de la famille des 

récepteurs à dépendance est avant tout basée sur leur homologie fonctionnelle. Elle se définit par la capacité d’induire une signalisation dite « positive » en présence du ligand, et d’induire une signalisation dite « négative » en l’absence de ligand, en induisant activement 
la mort cellulaire. 

a) Rôle des récepteurs à dépendance dans le 

développement et l’homéostasie tissulaire 

La grande majorité des récepteurs à dépendance ont été identifiés comme 

régulateurs importants du développement embryonnaire, en particulier dans le 

développement du système nerveux. Si une large partie de la littérature porte sur le rôle des 

voies de signalisations positives de ces récepteurs en présence du ligand pour ces processus, 

plusieurs études montrent que les voies de signalisations négatives contribuent aussi au 

développement. De manière générale, la fonction des voies pro-apoptotiques des récepteurs 

à dépendance dans le développement consiste à éliminer les cellules migrant dans des 

régions dépourvues de ligand (Mehlen and Guenebeaud, 2010).  

Par exemple, les fonctions pro-apoptotiques du récepteur Patched sont importantes 

pour le développement du tube neural (Mille et al., 2009b; Thibert et al., 2003). Dans le cas de TrkC, la mort induite par l’absence de NT-3 (Neurotrophin-3) régule la survie des 

neurones sensoriels (Tauszig-Delamasure et al., 2007). Le récepteur de l’EphrinB3, Eph4A, 
contrôle le nombre de cellules neurales dans la zone sous-ventriculaire de la souris, une 
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région située dans le cerveau des vertébrés contenant les cellules neurales progénitrices 

(Furne et al., 2009). La nétrine, elle aussi, tient un rôle prépondérant dans le développement, 

que nous aborderons dans la partie dédiée à cette protéine (Voir Chapitre 2.2.a). 

b) Les récepteurs à dépendance comme suppresseur de 

tumeur 

En raison de la singularité de leur activité pro-apoptotique, la plupart des RD ont été 

présentés comme suppresseur de tumeur. En effet, l’expression des RD pourrait prévenir le développement des tumeurs en induisant l’apoptose des cellules tumorales se développant 
en excès par rapport à la quantité limitée de ligand disponible dans l’environnement extra-

tumoral (Figure 10A). Par ailleurs, les RD pourraient empêcher la migration de cellules en 

dehors de la zone de disponibilité du ligand, limitant ainsi le développement de métastase. 

(Mehlen and Puisieux, 2006). En conséquence, le développement tumoral n’est possible que par l’inhibition constitutive des voies de mort induites par les récepteurs à dépendance. Cette 
inhibition est possible par trois mécanismes différents : (1) La perte de l’expression du 

récepteur ou sa mutation, (2) la sécrétion autocrine du ligand par les cellules tumorales, 

(3) la modification de la voie pro-apoptotique en aval du récepteur (Figure 10B). Ces trois 

mécanismes ont été décrit comme avantages sélectifs permettant à la tumeur d’échapper au mécanisme de suppresseur de tumeur des RD. Comme l’effet suppresseur de tumeur est induit seulement lors d’une croissance tumorale supérieure à la disponibilité en ligand, ou hors de son milieu d’origine, les RD sont considérés comme suppresseurs de tumeur 

conditionnels (Negulescu and Mehlen, 2018). 
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Figure 10 : Les récepteurs à dépendance comme suppresseur de tumeur. 

(A) Mécanisme de suppression tumoral exercé par les récepteurs à dépendance.  

(B) Avantages sélectifs permettant d’échapper au mécanisme de suppression tumoral des récepteurs à 
dépendance 

  
A 

B 
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i. Perte du récepteur dans les cancers 

La perte du récepteur a été démontrée pour de nombreux membres de la famille des RD, en particulier pour les récepteurs à la nétrine. Ainsi, l’expression de DCC est perdue dans 
de nombreux cancers (Fearon et al., 1990; Kinzler and Vogelstein, 1996), ainsi que celle des 

gènes UNC5H, appuyant le fait que la perte des récepteurs confère un avantage sélectif pour 

le développement tumoral. (Bernet and Mehlen, 2007; Shin et al., 2007; Thiebault et al., 

2003). Par exemple, les souris mutées pour UNC5H3 présentent une progression des tumeurs de l’intestin plus élevée (Bernet et al., 2007). Les souris transgéniques mutées pour inactiver l’activité pro-apoptotique de DCC développent des adénocarcinomes invasifs et présentent une augmentation des tumeurs de l’intestin lorsqu’elles sont croisées avec des 
souris mutées pour APC (Castets et al., 2011). De plus, les souris mutantes pour DCC montrent des anomalies de prolifération des cellules lymphoïdes, allant de l’hyperplasie 
lymphoïde au lymphome diffus à grandes cellules B (LDGC-B) (Broutier et al., 2016). Enfin, 

des mutations du récepteur UNC5H3 sont associées aux cancers colorectaux familiaux 

(Coissieux et al., 2011). 

Au-delà des récepteurs à la nétrine, d’autres RD sont perdus durant la progression 
tumorale. Le récepteur Patched est muté ou perdu dans les carcinomes basocellulaires et 

dans les médulloblastomes (Wicking and McGlinn, 2001), alors que la perte de l’expression 
de c-Kit est décrite dans les neuroblastomes, le cancer thyroïdien et le cancer du sein (Natali 

et al., 1995; Natali et al., 1992a; Natali et al., 1992b). Eph4A est négativement régulé dans les 

cancers du sein, du foie et du rein, ainsi que dans les mélanomes (Easty et al., 1997; Fox and 

Kandpal, 2004; Hafner et al., 2004). De plus, Notch3 est aussi négativement régulé dans le 

cancer du sein, et sa perte est associée à de mauvais pronostics (Cui et al., 2013; Zhang et al., 

2016). Une diminution de l’expression de TrkC est également décrite dans une large fraction 
de biopsies de cancer colorectaux humains, par le biais d’un mécanisme moléculaire 
impliquant la méthylation du promoteur. De plus, plusieurs mutations non-sens de TrkC, touchant l’activité pro-apoptotique de ce récepteur, ont été retrouvées dans plusieurs 

cancers sporadiques (Genevois et al., 2013).  
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ii. Gain de ligand dans les cancers 

Alternativement à la perte ou la mutation du récepteur, les tumeurs pourraient bénéficier d’un autre avantage sélectif, le gain d’expression autocrine du ligand, leur permettant d’échapper à la voie de mort d’induite par les RD. En effet, la surexpression de 
nétrine-1 ciblée dans l’appareil digestif des souris augmente l’initiation et le développement tumoral dans l’intestin, grâce à l’inhibition de la mort cellulaire dans l’épithélium intestinal 
(Mazelin et al., 2004). Ces résultats expérimentaux sont étayés par des observations montrant un gain d’expression du ligand dans plusieurs cancers humains. On observe ainsi 

un gain de nétrine-1 dans les cancers colorectaux associés aux inflammations (Paradisi et al., 

2008; Paradisi et al., 2009), dans les cancers du sein métastatiques (Fitamant et al., 2008), les 

cancers du poumon (Delloye-Bourgeois et al., 2009a), les neuroblastomes (Delloye-

Bourgeois et al., 2009b) et les mélanomes (Boussouar et al., 2020), et ce gain de nétrine-1 est 

directement associé à la progression tumorale (Delloye-Bourgeois et al., 2009a; Delloye-

Bourgeois et al., 2009b; Dumartin et al., 2010; Fitamant et al., 2008; Mazelin et al., 2004). En 

plus de la nétrine-1, d’autres ligands des RD sont associés à la tumorigenèse. Par exemple, le 

ligand de Plexin D1, la Semaphorin 3E est surexprimé dans les cancers du sein métastatiques 

(Luchino et al., 2013), Sonic Hedgehog dans le côlon, le poumon et dans les cancers du rein 

(Delloye-Bourgeois et al., 2013)), la Neurotrophin-3, ligand de TrkC, dans le neuroblastome 

(Bouzas-Rodriguez et al., 2010), et le ligand de Kremen-1, DKK1, dans plusieurs cancers 

humains (Sato et al., 2010). 

iii. Modification des voies de signalisations pro-apoptotiques 

Actuellement, les voies de signalisation en aval des récepteurs sont encore peu connues, mais l’hypothèse d’une modification de ces voies est très probable dans le cadre de l’échappement tumoral.  

C’est dans l’objectif de mieux comprendre ces rouages que ce projet de thèse est né. 

En effet, si les mécanismes de gain en ligand et de perte de récepteur ont déjà été décrit en 

profondeur, nous ne disposons encore que peu d’informations sur les voies de signalisation 

pro-apoptotiques induites par les RD.  
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c) Des mécanismes communs 

La signalisation du récepteur en présence de ligand est très variée. Par exemple, les 

récepteurs DCC et UNCHs sont connus pour leur rôle dans le guidage axonal, avec l’induction 

de la voie de signalisation PI3K (phosphoinositide 3-kinase) /MAPK (mitogen-activated 

protein kinase) (Boyer and Gupton, 2018; Fazeli et al., 1997 ), alors que le couple 

Sema3E/PlexinD1 est décrit pour induire l’activation de RAS au cours de la formation de l’hippocampe pendant le stade embryonnaire (Mata et al., 2018). Cependant, on remarque que l’implication dans le développement de l’organisme est un trait commun à la voie de 
signalisation « positive » de tous ces récepteurs. Concernant l’induction de la mort en absence du ligand, on retrouve plusieurs points 

communs partagés par la famille des RD.  Ainsi, tous les récepteurs décrits à ce jour ont la particularité d’induire la mort cellulaire par apoptose (à voir pour Kremen1).   L’induction de cette signalisation pro-apoptotique semble n’être possible qu’après 
monomérisation des RD. En effet, la plupart des RD, mis à part Patched et les intégrines, se trouvent à l’état multimérique en présence de leur ligand (Goldschneider and Mehlen, 2010). Si l’organisation du récepteur en complexe multimérique est importante à la signalisation 
positive du RD, elle semble aussi nécessaire au blocage de la voie pro-apoptotique. Ainsi, 

p75NTR ne peut induire l’apoptose que sous forme monomérique, et sa multimérisation forcée 
entraine le blocage de cette apoptose, de la même manière que lorsque NGF (Nerve Growth 

Factor), le ligand, est présent (Rabizadeh et al., 1993). De même Mille et al. (Mille et al., 

2009a) ont démontré que le blocage de la multimérisation induite par la nétrine-1 est 

suffisant pour déclencher la voie pro-apoptotique médiée par UNC5B et DCC. 

Ensuite, la localisation des RD à la membrane plasmique se ferait préférentiellement 

au niveau des radeaux lipidiques de la membrane. Microdomaines de la membrane 

plasmique présentant un enrichissement en cholestérols, phospholipides et sphingolipides, ces radeaux sont des zones de la membrane privilégiés pour l’activité de protéines impliquées dans des processus cellulaires divers tels que l’endocytose ou l’apoptose 
(récepteurs de la voie extrinsèque). La localisation des RD au niveau de ces radeaux dépend 

de la palmitoylation des RD, indépendante de la présence du ligand. De plus, cette localisation 
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semble être un prérequis pour l’activité pro-apoptotique du RD, comme cela a été démontré 

pour DCC (Furne et al., 2006) ou UNC5B (Maisse et al., 2008). Cela permettrait de regrouper 

mécaniquement les protéines amenées à interagir ensemble pour faciliter la transduction du 

signal. 

 La transduction de ce signal pro-apoptotique passe, pour la majorité des RD, par un 

clivage protéolytique du domaine intracellulaire dirigé par les caspases. En absence du ligand, la conformation monomérique du récepteur permet l’exposition du/des sites de clivage, rendant ainsi possible l’action des caspases.  La mutation du site de clivage supprime 
complètement la fonction pro-apoptotique du RD, ce qui montre que ce clivage est primordial pour l’induction de ce signal. La présence et l’implication d’un ou plusieurs sites de clivage ont clairement été démontrés pour la plupart des récepteurs, à l’exception de p75NTR et des 

intégrines (Goldschneider and Mehlen, 2010). La mutation de ces sites de clivages, ainsi que l’ajout d’inhibiteurs de caspase inhibent logiquement le clivage de ces sites, mais aussi la mort induite par le RD. La nécessité d’un clivage par les caspases laisse toutefois entrevoir deux 

hypothèses : (1) le niveau d’activité basal des caspases dans la cellule est suffisant pour 
activer la voie pro-apoptotique des RD (2) la voie pro-apoptotique des RD nécessite une 

activation pro-apoptotique des caspases préalable, et les RD agissent comme amplificateur 

de ce signal pro-apoptotique. 

 Enfin, les RD ont comme point commun d’induire l’activation de caspases 

initiatrices et effectrices. Ainsi, l’activation des caspase 9 et 3 a été démontrée pour DCC, 
RET, TrkC et Patched, celle de la caspase 2 pour p75NTR et celle des caspase 8 et 3 pour les 

intégrines (Goldschneider and Mehlen, 2010). 

 Malgré ces caractéristiques communes à la famille des RD, l’activation de ces caspases 
se fait par le biais de voies de signalisation différentes, pour les récepteurs dont la 

signalisation a été étudiée.  Dans la partie suivante, nous décrirons quelques exemples 

montrant la diversité de ces signalisations.  
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Figure 11 : Voie pro-apoptotique du récepteur à dépendance Trk-C 

i. TrkC, celui qui utilise la voie intrinsèque de l’apoptose. La signalisation induite par TrkC démontre bien l’importance du clivage par les 
caspases pour le déclenchement de la mort cellulaire. En effet, ce récepteur est clivé sur deux 

sites sur la partie cytoplasmique du récepteur lorsque le ligand est absent, conduisant à la libération d’un fragment de 145 acides aminés. Ce fragment, dont la libération est nécessaire 

et suffisante à la mort cellulaire, est appelée « killer fragment »(Tauszig-Delamasure et al., 

2007). Ce fragment interagit ensuite avec cobra1, un cofacteur de BRCA1. Le complexe 

cobra1/killer fragment migre alors à la membrane des mitochondries, où il induit la 

perméabilisation mitochondriale et la voie intrinsèque de l’apoptose, avec le recrutement 
de BAX à la membrane, le relargage du cytochrome c et l’assemblage de l’apoptose, puis, in fine, l’activation des caspases 9 puis 3 (Ichim et al., 2013)(Figure 11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Une étude récente montre que le killer fragment de TrkC est aussi transloqué dans le noyau, stabilisant le facteur de transcription p53 via l’inhibition de la transcription de l’inhibiteur de p53, MDM2. p53 transcrit alors les effecteurs de l’apoptose cobra1 et BAX, ce 
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Figure 12 : Voie pro-apoptotique du récepteur à dépendance Patched 

qui amplifie l’apoptose induite par TrkC (Menard et al., 2018).  Cet exemple nous montre que si le début de la signalisation de ce RD est spécifique, l’activation des caspases passe tout de 

même par la voie intrinsèque « classique » de l’apoptose après la perméabilisation de la 
mitochondrie. 

ii. Patched, celui qui active la caspase 9 différemment. Dans le cas du RD Patched, l’activation des caspases se fait de manière moins classique. En l’absence du ligand SHH, le septième domaine intracellulaire de Patched est clivé par les caspases, permettant la formation d’un complexe comprenant le récepteur, la protéine 
adaptatrice DRAL, une protéine adaptatrice des caspases, TUCAN, et la caspase 9. Ce 

complexe recrute ensuite NEDD4, une E3 ubiquitine ligase, qui catalyse la poly-

ubiquitination de la caspase 9. Cette ubiquitination ne dirige pas la caspase 9 vers le 

protéasome, mais provoque son agrégation et son auto-activation. La caspase 9 active ensuite 

la caspase 3 pour provoquer la mort de la cellule (Fombonne et al., 2012; Mille et al., 

2009b)(Figure 12). Il est intéressant de noter que ce mode d’activation est déjà décrit pour 

la caspase 8 et les récepteurs TRAILs (Jin et al., 2009), mais jamais pour la caspase 9. Nous 

avons donc ici un exemple où le RD utilise une voie « non classique » pour induire la mort 

cellulaire. 
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iii. Les récepteurs UNC5, plusieurs voies dans la même famille 

Malgré une forte homologie structurelle, les récepteurs de la famille UNC5 ne 

partagent pas les mêmes voies pro-apoptotiques. UNC5A, par exemple, induit la mort grâce 

à son interaction avec NRAGE (Neurotrophin Receptor-interacting MAGE homolog), via son 

domaine ZU5. En présence de UNC5A, NRAGE serait séquestré à la membrane. En absence de 

son ligand, la nétrine-1, UNC5A est clivé, libérant le complexe intracellulaire UNC5A/NRAGE 

dans le cytoplasme (Williams et al., 2006b). NRAGE pourrait ensuite provoquer l’apoptose en 
interagissant et en dégradant la protéine de survie XIAP (Jordan et al., 2001), ou en activant 

JNK (c-Jun N-terminal kinase) et la voie de signalisation des caspases (Salehi et al., 2002). Dans le cas de UNC5D, l’absence de netrine-1 mène aussi au clivage du récepteur par 

les caspases, ce qui génère un fragment intracellulaire (UnICD), qui transloque vers le noyau. 

Ce fragment interagit ensuite avec le facteur de transcription E2F1, qui active alors 

spécifiquement des gènes pro-apoptotiques. (Zhu et al., 2013) 

Le récepteurs UNC5B possède lui aussi une signalisation propre, qui sera décrite plus 

en détail dans la partie suivante, dédiée à ce récepteur. 

2. UNC5B 

Le récepteur UNC5B, au même titre que le récepteur DCC, est l’un des premiers 

récepteurs à dépendance à avoir été mis en évidence et caractérisé. Pour cette raison, il fait 

partie des récepteurs à dépendance prototypiques, ayant posé les bases des mécanismes et 

des fonctions des récepteurs à dépendance. Ce récepteur partage avec DCC le même ligand, 

la nétrine-1, une protéine dont les fonctions sont très largement décrites dans la littérature, 

dont nous ferons ici un bref résumé.  

a) Netrine-1 La première caractérisation d’un membre de la famille des nétrines remonte à 1992 
lorsque UNC-6 (Uncoordinated-6) fut identifié chez Caenorhabditis elegans pour son 

implication dans le guidage des axones et la migration neuronale (Ishii et al., 1992). Par 

la suite de nombreuses nétrines furent identifiées, dans de multiples espèces vertébrées et 
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invertébrées (Lai Wing Sun et al., 2011), permettant d’identifier un rôle conservé pour le 
guidage de la migration cellulaire et de la croissance axonale dans le système nerveux 

embryonnaire. Confirmant une hypothèse formulée dès la fin du XIXème siècle par Santiago 

Ramon y Cajal, affirmant l’existence de facteurs diffusibles permettant le guidage axonal au 

cours du développement, deux homologues de cette famille protéique furent pour la 

première fois purifiés par M. Tessier Lavigne et son équipe, en 1994. Ils isolèrent la nétrine-

1 et la nétrine-2 à partir d’embryons de poulet, et décidèrent de la nommer Nétrine, issue du 
terme Sanskrit « netr », signifiant « celui qui guide », en référence à son statut de facteur 

chimiotrope (Serafini et al., 1994).  Les nétrines sont très conservées au cours de l’évolution, même s’il existe des formes 
spécifiques en fonction des espèces. Chez les mammifères, il existe trois nétrines sécrétées, 

la nétrine-1, 3 et 4, et deux autres formes de nétrines associées à la membrane, liées par 

une ancre GPI (glycophosphatidylinositol), la nétrine G1 et G2.  

La famille des nétrines appartient à la superfamille des protéines de type laminine, dont les membres sont composés d’environ 600 acides aminés formant au niveau protéique 
trois domaines majeurs (Figure 13). L’extrémité N-terminale est composée d’un domaine 

VI et d’un domaine V, lui-même composé de trois motifs EGF (Epidermial Growth Factor). 

Ces domaines sont homologues aux chaînes gamma des laminines pour les nétrines 1 et 3, et 

aux chaînes beta des laminines pour les nétrines 4, G1 et G2 (Serafini et al., 1994). Dans le cas 

des nétrines sécrétées, ces domaines sont associés à une extrémité en C-terminal, appelée 

« Domaine C » ou Netrin-like domain (NTR). Ce domaine ne possède pas d’homologie avec les laminines mais permettrait d’apporter, en plus des domaines VI et V, différentes 
interactions avec la matrice extracellulaire (Lai Wing Sun et al., 2011). Concernant la nétrine-

1, les domaines laminine situés en N-ter sont nécessaires à l’interaction avec ses récepteurs 
transmembranaires canoniques UNC5B et DCC. Ces caractéristiques font de la nétrine-1 une molécule sécrétée capable d’interagir avec la matrice extracellulaire et les cellules 

environnantes pour assurer des fonctions très variées. 



Introduction 

 

58 

 

 

Figure 13 : Structure des Nétrines 

La nétrine-1 a d’abord été très largement décrite pour son rôle dans le développement 
du système nerveux, en tant que facteur de guidage axonal. Ainsi, la nétrine-1 contrôle 

l’attraction, la répulsion ou l’élongation des axones vers des sites spécifiques, mais aussi 

la synaptogenèse, assurant le bon développement du réseau neuronal (Boyer and Gupton, 

2018). Pendant le développement et le maintien des tissus, la nétrine-1 joue aussi un rôle en 

dehors du système nerveux, en régulant l’adhésion cellulaire et la morphogenèse des 

organes branchés comme la glande mammaire (Srinivasan et al., 2003) ou le poumon (Liu 

et al., 2004). Cette protéine est aussi décrite dans l’angiogenèse (Castets and Mehlen, 2010), 

dans la régulation immunitaire (Mirakaj and Rosenberger, 2017), et comme régulateur de 

la pluripotence cellulaire (Huyghe et al., 2020; Ozmadenci et al., 2015). Enfin, comme nous l’avons vu précédemment, la nétrine-1 est aussi impliquée dans le contexte tumoral, où elle 

promeut la prolifération, la migration et la survie des cellules tumorales (Bernet and 

Fitamant, 2008; Chen et al., 2017). L’ensemble de ces fonctions est très varié, avec parfois même des effets opposés, et une seule molécule ne permettrait pas d’obtenir des effets aussi finement régulés. La nétrine-

1 fonctionne donc en tandem avec un répertoire de récepteurs assurant la diversité et la spécificité des signaux qu’elle transmet. Bien que UNC5B et DCC soient les récepteurs 

prototypiques associés à ce ligand, la nétrine-1 est décrite pour interagir avec d’autres 
récepteurs et corécepteurs. Ces récepteurs sont tous des récepteurs à un seul domaine 

transmembranaire, parmi lesquels on compte les homologues de UNC5B, UNC5A, C et D, le 

récepteur DSCAM (Down-syndrome cell adhesion molecule) (Rajasekharan and Kennedy, 

2009), le précurseur amyloïde (APP) (Rama et al., 2012), certaines intégrines (Yebra et al., 
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2003), le récepteur adénosine A2b (Corset et al., 2000), et la néogénine (Keino-Masu et al., 

1996). 

La nétrine-1 est donc une protéine pléiotrope, dont les mécanismes d’action sont 
complexes, impliquant plusieurs récepteurs, aux voies de signalisation bivalentes, 

suscitant un vif intérêt dans la communauté scientifique. Paradoxalement, les voies de 

signalisation induites par UNC5B, avec et sans nétrine-1, sont encore peu connues… 

b) La famille UNC5 

 A l’instar de la famille Nétrine, le récepteur UNC5 fut identifié chez Caenorhabditis 

elegans comme un récepteur transmembranaire de guidage axonal (Leung-Hagesteijn et al., 

1992), prédit pour interagir avec l’orthologue de la nétrine-1, UNC6. Par la suite, quatre 

homologues furent décrits chez les mammifères, appelés UNC5H1, 2, 3 et 4 (respectivement UNC5A, B, C, D chez l’homme) (Leonardo et al., 1997). En plus de la Nétrine-1, les récepteurs 

UNC5 sont aussi décrit pour interagir avec la Nétrine-3 (Wang et al., 1999), Robo4(Koch et 

al., 2011), la Draxine (Ahmed et al., 2011) et FLRT2 et 3 (Yamagishi et al., 2011). 

i. Structure D’un point de vue structurel, les récepteurs UNC5 sont très proches, avec une taille d’environ 110kDa, et un domaine extracellulaire comprenant deux domaines 

thrombospondines de type I, et deux domaines de type immunoglobuline. La partie 

intracytoplasmique, elle, se décompose en trois domaines conservés : le domaine Zu-5 

(Zona-occludens/Unc-5 homology domain), le domaine UPA (Unc-Pidd-Ankyrins) 

contenant une séquence d’interaction avec le domaine P3 de DCC appelée DB (DCCBinding), 

et pour finir un domaine de mort DD (death domain), que l’on retrouve aussi dans les récepteurs de mort de la famille TNF. L’interaction avec la nétrine se produit entre les domaines laminine de la nétrine et les domaines immunoglobulines de l’extrémité N-Ter des 

récepteurs UNC5 (Grandin et al., 2016). Plus spécifiquement, concernant UNC5B, le gène codant chez l’homme est situé sur le 
chromosome 10q22.1, et code pour une protéine de 945 acides aminés, avec 2 isoformes 

possibles formés par épissage alternatif. UNC5B est aussi caractérisé par un site de clivage 
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caspase situé dans sa partie cytoplasmique (D412), qui serait impliqué dans son activité pro-

apoptotique (Llambi et al., 2001). 

ii. Expression et régulation 

Conformément à son rôle prédominant pendant le développement, UNC5B est 

exprimé au niveau de la moelle épinière dans les ganglions sensoriels dorsaux, au niveau de 

la rétine dorsale et dans le cervelet pendant le développement (Leonardo et al., 1997). Il est 

aussi exprimé en dehors du système nerveux, où on le retrouve dans des organes en 

développement tel que le poumon, l’œil, ou le système vasculaire (Engelkamp, 2002). Après le développement, l’expression de UNC5B devient plus faible, mais reste plutôt ubiquitaire dans l’organisme (Thiebault et al., 2003). Toutefois, peu de données récentes sont 

disponibles concernant l’expression de UNC5B dans les tissus adultes. Selon la base de 
données « The Human Protein Atlas », UNC5B est exprimé dans un large panel de tissus 

adultes (Figure 14). 

Du point de vue de la régulation transcriptionnelle, là aussi peu d’informations sont 

disponible, mais UNC5B semble être directement régulé par le suppresseur de tumeur p53. L’induction de p53 à la suite d’un traitement à la doxorubicine provoque une augmentation 
considérable des transcrits UNC5B (Paradisi et al., 2013; Tanikawa et al., 2003). 
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Figure 14 : Expression du récepteur à dépendance UNC5B dans les tissus humains adultes  

Source : The Human Protein Atlas 

(NX) : Expression  Normalisée de donnée issues de trois sources différentes (HPA, GTEx and FANTOM5) 

(Score) : Expression “haute”, “moyenne” et ”basse”, basé sur les coupes immunohistochimiques de la base de donnée 

The Human Protein Atlas 
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iii. Fonction 

UNC5B, par sa nature de récepteur à dépendance, possède des fonctionnalités 

bivalente, dépendante de la présence ou non de la nétrine-1.  

Signalisation positive 

Associé à son ligand, UNC5B présente un panel de fonctions très variées. Dans un 

premier temps, ce sont ses fonctions de facteur de guidage axonal répulsif dans le 

développement du système nerveux qui ont été identifiées. En formant un hétérodimère avec 

DCC, UNC5B permet une répulsion axonale de longue portée (Boyer and Gupton, 2018).  De 

plus, nétrine-1 favorise la survie neuronale à travers l’interaction de UNC5B avec PIKE-L (PI 

3-Kinase Enhancer)(Tang et al., 2008). 

Lors du développement du système vasculaire, UNC5B est exprimé dans les cellules 

endothéliales artérielles et les capillaires en bourgeonnement. Dans ce contexte, le rôle du 

couple UNC5B/nétrine-1 est controversé. En effet, l’inactivation du récepteur chez la souris 

mène à une augmentation de l’angiogenèse (Lu et al., 2004), alors que l’inactivation de la 

nétrine-1 provoque la provoque une perte des vaisseaux dans le développement du poisson 

zèbre (Wilson et al., 2006). Ces données pourraient être réconciliées par le modèle des 

récepteurs à dépendance. Ensemble, UNC5B et la nétrine-1 aurait un effet pro-angiogénique, 

et en absence de son ligand, UNC5B aurait un rôle d’inhibiteur de l’angiogenèse par le biais 
de son activité pro-apoptotique. Le couple ligand récepteur participerait donc à régulation 

et à l’organisation du développement des vaisseaux sanguins (Castets et al., 2009). 

Le couple UNC5B/NTN1 a aussi été décrit pour son rôle dans la modulation de 

l’inflammation, et peut être pro- ou anti-inflammatoire selon le contexte. Ainsi la nétrine-1 

et son récepteur auront une tendance anti-inflammatoire pendant la réponse inflammatoire 

aigue (Tadagavadi et al., 2010; Xie et al., 2018). A l’inverse le couple aurait un effet pro-

inflammatoire dans certains contextes, comme par exemple la rétention des macrophages dans le cas d’artériosclérose (van Gils et al., 2012). 

Enfin, une étude récente de Huyghe et al (Huyghe et al., 2020) montre qu’une balance 

des récepteurs UNC5B et néogénine, activée par la nétrine-1, corégule les voies de 
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signalisation WNT et MAPK et induit la pluripotence naïve des cellules souches 

embryonnaires murines et humaines. 

Il est intéressant de noter que la signalisation de UNC5B se produit par homodimérisation, mais peut se produire par l’hétérodimérisation de UNC5B avec d’autres 
récepteurs de la nétrine (Boyer and Gupton, 2018), permettant, par le biais de ses ligands, 

une palette variée de signalisations. La signalisation en présence du ligand induite en aval du 

récepteur, au-delà de quelques partenaires clés, reste très peu documentée, et aucune voie 

de signalisation canonique spécifique au récepteur UNC5B n’a été identifiée à ce jour. 
Signalisation négative ou pro-apoptotique Comme nous l’avons vu précédemment, les récepteurs à dépendance peuvent jouer un rôle dans le développement et l’homéostasie cellulaire par le biais de leur signalisation 

pro-apoptotique. En particulier, UNC5B pourrait en partie réguler la migration neuronale en induisant l’apoptose dans les neurones olivaires (Llambi et al., 2001).  

 UNC5B pourrait aussi jouer un rôle déterminant dans l’angiogenèse 
développementale. Ainsi, la nétrine-1 agirait comme facteur de survie pour les cellules 

endothéliales exprimant UNC5B, et aurait un rôle pro-angiogénique en bloquant l’apoptose 
induite par UNC5B. Le récepteur aurait donc un rôle régulateur sur la formation des 

vaisseaux sanguins (Castets et al., 2009). 

 D’un point de vue mécanistique, les éléments connus de la voie de signalisation pro-

apoptotique de UNC5B concernent essentiellement les interactions directes avec le récepteur 

à la membrane. En présence de nétrine, UNC5B est stabilisé sous forme dimérisée et adopte 

une conformation fermée, ou les domaines ZU5 et DD interagissent (Wang et al., 2009). Dans cette conformation, il interagit d’une part avec la DAPK (sérine/thréonine Death-Associated Protein Kinase) et s’associe d’autre part avec la phosphatase PP2A et son inhibiteur CIP2A. 

Lorsque la nétrine est absente, UNC5B se retrouve sous forme monomérique, et adopte une 

conformation ouverte, qui permet le clivage protéolytique de son domaine intracellulaire, et la perte de l’inhibition de CIP2A sur PP2A. La phosphatase peut ainsi catalyser la 

déphosphorylation de la DAPK, qui induit alors la mort par le biais de mécanismes encore 

inconnus (Guenebeaud et al., 2010; Llambi et al., 2005)(Figure 15). 
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Figure 15 : Modèle d’induction de l’apoptose par le récepteur à dépendance UNC5B 

 

iv. UNC5B dans les cancers 

Plusieurs études montrent que UNC5B agirait comme suppresseur de tumeur, par 

le biais de sa signalisation pro-apoptotique. La famille des récepteurs UNC5 est régulée 

négativement dans plusieurs cancers humains, incluant les cancers du sein, de l’estomac, du poumon, de l’utérus, du rein et colorectaux (Thiebault et al., 2003). Liu et al ont observé une diminution de l’expression du récepteur dans le cancer de la vessie en comparant des 
tissus cancéreux de patients aux tissus adjacents sains. De plus, les tumeurs avec les plus 

faibles expressions de UNC5B sont associées aux plus grands risques de rechute et de moins 

bons pronostics (Liu et al., 2013). A l’inverse, la surexpression de UNC5B dans des cellules de 
cancer de la vessie inhibe la prolifération tumorale (Kong et al., 2016). 
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Dans de nombreux cas, la fonction de suppression tumorale médiée par UNC5B est contournée par les tumeurs par le biais d’une production autocrine du ligand, la nétrine-1, comme nous l’avons vu en chapitre 2.1.ii. L’avantage du gain de nétrine-1 est double, car la 

signalisation positive induite par le récepteur en présence du ligand peut favoriser la plasticité et la croissance tumorale. Par exemple, l’expression de nétrine par les CAF (cancer 

associated fibroblasts) issues du poumon ou du colon, en présence de cellules cancéreuses, conduit à l’augmentation du caractère souche des cellules tumorales (Sung et al., 2019).  L’interaction nétrine1-UNC5B représente donc une cible thérapeutique intéressante 

dans le but de traiter les cancers sur-exprimant la nétrine-1.  

v. Approche thérapeutique  

Dans ce but, le laboratoire a élaboré plusieurs modèles montrant que l’inhibition de 

l’interaction entre la nétrine et ses récepteurs était suffisante pour induire une 

apoptose dépendante des récepteurs, permettant la régression tumorale (Delloye-

Bourgeois et al., 2009a; Delloye-Bourgeois et al., 2009b; Fitamant et al., 2008; Paradisi et al., 

2009). Dans ces modèles, l’inhibition de la nétrine est réalisée en utilisant deux protéines 
recombinantes, correspondant aux domaines fibronectine 4 et 5 de DCC (DCC4-Fbn et DCC5-

Fbn), qui sont capables de se lier à la nétrine, et d’empêcher son interaction avec les 
récepteurs (Mille et al., 2009a). Par ailleurs, l’interférence entre la nétrine et ses récepteurs peut s’avérer efficace en combinaison avec des chimiothérapies conventionnelles. Dans une 
étude de 2013, Paradisi et al montrent que des traitements tels que la cisplatine et la 

doxorubicine sur différentes lignées cancéreuses provoquent une augmentation de l’expression de la nétrine-1 et de ses récepteurs, dépendante de p53. Cette augmentation s’avère être un mécanisme de survie, que l’interférence avec la nétrine-1 permet de 

contourner, déclenchant la mort cellulaire in-vitro et ralentissant la croissance tumorale in-

vivo (Paradisi et al., 2013). Cependant, bien qu’efficaces et prometteuses, les molécules interférant avec la 
nétrine-1 ne représentaient pas une approche thérapeutique efficace, à cause de leurs 

mauvaises caractéristiques pharmacocinétiques. Pour résoudre ce problème, le laboratoire 

a développé en collaboration avec la start-up Netris Pharma plusieurs anticorps 
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monoclonaux neutralisant la nétrine-1. L’un de ces anticorps, le NP137, est actuellement en 

phase clinique II au centre Léon Bérard à Lyon 

(https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02977195) (Grandin et al., 2016). L’anticorps anti-
nétrine1 est utilisé sur des tumeurs surexprimant la nétrine-1, et présente donc l’avantage d’être spécifique des cellules tumorales, permettant ainsi un traitement très ciblé. 
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Enjeux et objectifs du projet de 
recherche 

La famille des récepteurs à dépendance est une famille en expansion, s’étoffant au fil 
des découvertes, comme avec les découvertes récentes des activités de récepteurs à 

dépendance Kremen1 (Causeret et al., 2016) et c-kit (Wang et al., 2018). Si 

fonctionnellement, les récepteurs de cette famille ont été caractérisés en détail, la mécanistique derrière cette fonction reste peu étudiée. Malgré le fait que UNC5B est l’un des récepteurs à dépendance prototypique, beaucoup de zone d’ombres demeurent quant à sa signalisation, aussi bien en présence qu’en absence de son ligand, la Nétrine-1.  

 Les enjeux concernant l’exploration de la voie de signalisation pro-apoptotique de UNC5B sont multiples. Du point de vue d’une recherche très fondamentale d’une part, étudier 

les voies de signalisation du récepteur permettrait de mieux comprendre son rôle dans un contexte physiologique. D’autre part, dans un contexte pathologique, identifier les 
partenaires pro-apoptotiques de UNC5B est crucial pour comprendre certains mécanismes d’adaptation tumorale possibles. En effet, nous avons décrit précédemment que le gain en 

ligand (Delloye-Bourgeois et al., 2009a; Delloye-Bourgeois et al., 2009b; Paradisi et al., 2008) ou la perte d’expression du récepteur (Thiebault et al., 2003) sont des avantages sélectifs 

permettant à la tumeur de contourner la suppression tumorale induite par UNC5B. A ces avantages sélectifs pourrait s’ajouter la modification des voies de signalisations apoptotiques en aval du récepteur. Dans le contexte thérapeutique de l’anticorps NP137 anti-nétrine-1 

développé par notre laboratoire, identifier les partenaires clés de UNC5B permettrait d’anticiper des résistances possibles au NP137, et donc de mieux cibler les tumeurs dans 
lesquelles ce traitement serait applicable. De plus, nous pourrions élaborer des stratégies 

thérapeutiques plus poussées, en étudiant de possibles combinaisons avec d’autres 
traitements anti-tumoraux. 

 Dans le cadre de ce projet de thèse, nous chercherons donc à identifier de nouveaux partenaires pour UNC5B, afin d’en déchiffrer la voie pro-apoptotique. Pour parvenir à cet 

objectif, nous proposons de réaliser un criblage CRISPR-Cas9 qui nous permettra d’obtenir 
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une liste de partenaires potentiels. En parallèle, nous nous attacherons à mieux définir la 

mort induite par UNC5B, en regardant les implications possibles des voies intrinsèques et 

extrinsèques de l’apoptose. Ces partenaires seront ensuite validés expérimentalement, d’abord in vitro, puis dans un contexte thérapeutique in vivo. L’objectif à terme est d’appliquer les connaissances que nous aurons acquis au cours de ce processus pour 

améliorer les stratégies thérapeutiques déjà existantes utilisant l’anticorps nétrine-1. 
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Approche technique 

1. Criblage CrispR-Cas9 Lorsqu’il s’agit d’explorer de nouvelles voies de signalisation, dont les partenaires 
sont encore largement inconnus, les techniques de criblage à l’échelle génomique s’avèrent très puissantes. Dans le cadre de mon projet de thèse, il était nécessaire de s’orienter vers 
des techniques très exploratoires afin d’apporter un regard nouveau sur la signalisation de 
UNC5B. Nous avons donc fait le choix d’utiliser l’une de ces techniques de criblage à l’échelle 
génomique, le criblage CRISPR/Cas9. La technique CRISPR/Cas9 est directement adaptée d’un mécanisme d’immunité 
acquise bactérienne se basant sur des séquences ADN CRISPR (Clustered Regularly 

Interspaced Short Palindromic Repeats) observées pour la première fois par Ishino et al 

(Ishino et al., 1987). Lors de l’acquisition de l’immunité, l’ADN exogène provenant de virus 
ou de plasmides est reconnu par un complexe Cas (CRISPR associated genes), qui coupe et 

incorpore la séquence exogène dans les séquences CRISPR. Ces séquences seront ensuite 

transcrites en ARN CRISPR (crARN), qui serviront lors de nouvelles infections à cibler les 

séquences exogènes, et à mener leur dégradation par les protéines Cas9 (Barrangou et al., 

2007).  

Ce système a ensuite été dérivé en outil biotechnologique par Jinek et al, qui ont reprogrammé l’une de ces protéines Cas provenant de Streptococcus pyogenes, la Cas9, afin de lui faire cibler la séquence d’ADN désirée par le biais d’un ARN guide appelé single guide 
RNA (sgARN) (Jinek et al., 2012). La Cas9 va ensuite catalyser la cassure double brin de l’ADN 
ciblé, qui sera réparé par défaut par le système de réparation non homologue de la cellule 

(jonction d'extrémités non homologues), occasionnant des erreurs de réparation. Ces erreurs 

vont alors générer des changements, insertions ou délétions de bases, ce qui occasionnera 

des mutations et des décalages du cadre de lecture, pouvant aboutir au knock-out du gène 

(figure 16).  Cette découverte a ouvert la porte à de nombreuses applications en biologie 

moléculaire se basant sur le système CRISPR-Cas9, permettant l’invalidation de gène, l’édition, ou encore la modulation de l’expression génique. Parmi ces applications, 
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l’utilisation de librairies de séquences de sgARN permet l’élaboration de technique de 

criblage de gènes. Dans ce cas de figure, on utilise la librairie de sgRNAs pour générer une 

librairie de cellules invalidées pour un gène qui serviront, grâce à un read-out adapté, à 

identifier des gènes clés impliqués dans les processus étudiés.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 : Mécanisme du système CRISPR-Cas9 

 Dans notre cas, c’est-à-dire pour identifier les mécanismes conduisant à l’induction de l’apoptose induite par UNC5B, le read-out dont nous disposons est la survie ou non de la cellule. Le point de départ du projet a donc été d’utiliser une lignée conditionnelle 
surexprimant UNC5B, permettant de provoquer la mort cellulaire après induction à la 

doxycycline. Nous avons infecté ces cellules avec une librairie CRISPR-Cas9 à l’échelle 
génomique provenant du laboratoire Zhang (Zhang lab’s Human CRISPR knockout pooled 
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library - GeCKOv2 sgRNA library  (Sanjana et al., 2014; Shalem et al., 2014). La librairie cible 

19050 gènes, et est séparée en deux librairies (A et B), contenant chacune 3 sgARN dirigés 

contre chaque gène, pour un total de 6 sgARN par gène dans la librairie entière, et 1000 

séquences contrôle. Les cellules ont été infectées avec une multiplicité d’infection permettant d’avoir statistiquement un gène invalidé par cellule, puis les cellules infectées ont été 

sélectionnées par le biais de leur résistance à la puromycine. Cette infection a été réalisée en collaboration avec l’équipe « Infection virale et pathologie comparée » de Lyon. Ainsi, après 

induction de UNC5B et de la mort cellulaire, les cellules survivantes sont les cellules 

invalidées pour un gène indispensable à la voie pro-apoptotique de UNC5B (Figure 17A).  

Bien que nous nous sommes assurés au préalable que la mort cellulaire induite dans notre modèle touchait l’intégralité des cellules, les résultats de ce type de crible sont 

généralement accompagnés par un bruit de fond dû aux faux positifs. Pour limiter ce bruit de fond, nous avons ajouté à la condition d’induction de mort une condition contrôle, ou les 

mêmes cellules sont gardées dans les mêmes conditions de culture mais sans induction de UNC5B. Ce contrôle nous permet d’éliminer dans notre analyse les gènes pouvant être sur-

représentés dans le résultat final, car leur invalidation provoque une augmentation de la prolifération par exemple. En plus de ce contrôle, nous disposons aussi d’un contrôle 
concernant les cellules à T0 (avant induction), nous permettant de connaitre le taux de 

représentation des sgARNs de la librairie présente dans nos cellules au début de l’expérience. 
En effet, il est statistiquement possible que certains sgARNs ne soient pas représentés au 

départ car ils n’ont pas été infectés, ou car l’invalidation de leur gène cible est létale pour la 

cellule. Afin d’identifier les partenaires après induction, l’ADN des cellules survivantes est 
ensuite extrait, et les séquences codant pour les sgARNs sont ensuite amplifiées par PCR, puis 

identifiées par séquençage haut débit. Le séquençage de nouvelle génération a été réalisé par la plateforme de séquençage de l’IGFL (Institut de Génomique Fonctionnel de Lyon) en utilisant l’Ion PI HiQ Chef Kit et l’Ion PI HiQ chip v3 (100pb-80M reads) sur Ion Torrent 

platform (Thermo Fischer Scientific). Les échantillons des cellules induites pour UNC5B et 

des deux contrôles ont été rassemblé sur la puce de séquençage. Après séquençage, chacune 

des conditions a pu être triée en fonction de séquences codes barre ajoutés pendant l’étape 
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d’amplification par PCR. Les séquences ont ensuite été traitées pour garder uniquement les 

séquences de sgARNs, en éliminant les séquences incorrectes, et en rognant les séquences 

entourant le sgARN. Les séquences ont ensuite été alignées sur les séquences de la base de 

données de la librairie GeCKO (95% d’identité sur 90% de la longueur (22bp)). Cela a permis à l’IGFL de nous fournir une liste avec le nombre de reads pour chacun des sgARNs dans 
chacune des conditions expérimentales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pour chacune des conditions, nous avons normalisé le nombre de reads par rapport 

au nombre total de reads dans la condition. Nous avons ensuite normalisé les reads de la 

condition de mort induite par UNC5B à la condition contrôle, en soustrayant le nombre de 

reads (Nb reads condition de mort (gène X) – Nb reads condition contrôle (gène X)). Nous 

avons ensuite sélectionné les séquences de sgARNs dont le nombre de reads était supérieur 

à 100, puis les gènes avec plus de 3 séquences de sgARN représentées. Parmi les partenaires 

restants, nous avons ensuite fait une sélection sur une base bibliographique, en choisissant 

Librairie sgARN HCT116 UNC5B 

Infection 

rétrovirale 

Induction de l’apoptose par 

surexpression du récepteur 
Cellules 

résistantes à 
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Amplification des 
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Figure 17 : Processus suivi pour la réalisation du criblage CRISPR-Cas9 

(A) Processus expérimental 

(B) Analyse bio-informatique 
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des partenaires connus pour être liés à des processus apoptotiques, mais aussi des partenaires peu décrits dans la littérature, dans l’objectif d’apporter un regard neuf sur ces 
voies de mort (Figure 17B). Ces partenaires ont ensuite été validés fonctionnellement, par 

le biais de différents tests de mort cellulaire. 

2. CrispR vs SiRNA L’approche que nous avons choisie initialement pour valider les partenaires identifiés 

par le screening a été de simplement utiliser les séquences CRISPR du screening pour chacun des gènes à valider. A l’aide de ces séquences, nous avons réalisé un knock-out individuel 

pour chacun des gènes à valider. Cependant, nous nous sommes vite heurtés à plusieurs 

écueils en choisissant cette stratégie.  Tout d’abord, la génération de lignées stables CRISPR requiert une mise en place 
longue et un investissement horaire important. Dans le cas de CRISPR, le knock-out des lignées polyclonales générées n’est pas complet du fait du système de réparation homologue 

pouvant amener à une réparation correcte ou à une mutation silencieuse. La génération de 

clones est donc une étape incontournable, qui devra être suivi d’une étape de validation.  

Pour la validation du knock-out, il est généralement nécessaire de faire une validation 

au niveau protéique, car le système CRISPR-Cas9 n’aura souvent que peu d’impact au niveau 
de la transcription des gènes en ARN messagers. Le coût de cette validation est donc non négligeable dans le cas d’un screening aboutissant à l’exploration de nombreuses pistes, avec 
une quantité importante de partenaires potentiels. Enfin, il faut prendre en compte la possibilité d’une adaptation cellulaire conséquente 

à la mise en place de lignée knock-out stables. Les cellules peuvent subir une pression 

sélective résultante de la perte de fonction du gène cible, aboutissant à l’altération de voies de signalisations permettant à la cellule de compenser cette perte et de s’adapter. Ce 
problème a déjà été mis en lumière dans plusieurs modèles tel que la levure (Teng et al., 

2013), le poisson zèbre (Rossi et al., 2015) ou encore la souris (Barbaric et al., 2007). Ce 

phénomène a aussi été décrit dans les lignées cellulaire (Cerikan et al., 2016), où le knock-

out aboutit à un phénotype différent du knock-down par interférence ARN. 
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 Pour ces raisons, nous avons fait le choix de changer de stratégie et de valider nos 

partenaires par interférence ARN, car la facilité de mise en place de cette technique ainsi que 

la possibilité de valider son efficacité par qPCR convenait beaucoup mieux à notre 

problématique. De plus, il parait intéressant de coupler les résultats d’un knock-out à un 

knock-down. Si les deux techniques aboutissent au même résultat phénotypique, le gène validé a de bonnes chances d’être impliqué. Pour prévenir de faux positifs dus au possibles effets aspécifiques des siARNs, nous avons fait le choix d’utiliser deux séquences différentes de siARNs pour valider l’implication de nos partenaires potentiels. 

3. Tests de mort cellulaire Pour valider fonctionnellement l’implication des différents partenaires dans 

l’apoptose induite par UNC5B, nous avons utilisé différents types de tests de mort cellulaire. Certaines caractéristiques liées à l’apoptose se retrouvent parfois dans d’autres types de 
morts cellulaires, il est donc nécessaire de combiner plusieurs tests pour s’assurer que la mort que l’on observe est apoptotique.  

Par exemple, les cellules mortes voient leur perméabilité membranaire altérée, ce qui permet l’entrée de marqueur de l’ADN tel que l’iodure de propidium (IP). Le marquage à l’IP 
constitue donc une méthode efficace pour quantifier les cellules mortes, mais ne convient 

cependant pas pour différencier les cellules en apoptose des cellules en nécrose, car ces deux 

formes de mort voient leur intégrité membranaire altérée. De plus, seuls les stades tardifs de l’apoptose seront détectés, car la perméabilisation membranaire se produit à la fin du processus de mort. Toutefois, il s’agit d’un marquage très simple à mettre en place et peu couteux, et nous avons donc fait le choix de l’utiliser en association avec une technologie d’imagerie en temps réel, l’Incucyte (Essen Bioscience), nous permettant ainsi d’obtenir une cinétique de l’incorporation de IP, et donc de la mort au cours du temps. Ce test nous a ainsi 
permis de cribler rapidement et de manière peu coûteuse les différents partenaires étudiés. De plus, l’obtention d’une cinétique nous permet de caractériser la mort au cours temps, et ainsi de définir les temps adaptés pour l’acquisition des autres tests de mort. Pour définir plus particulièrement l’apoptose, nous avons mis en place deux autres techniques spécifiques des caractéristiques de ce type de mort. La fragmentation de l’ADN 
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Figure 18 : Evaluation de l’apoptose par analyse du cycle cellulaire, la méthode Sub-G1 

est observée grâce à une technique d’analyse du cycle cellulaire par cytométrie en flux. Les cellules sont d’abord perméabilisées à l’aide d’éthanol 70%, qui va perméabiliser les 

membranes plasmiques et nucléaires, puis marqué à l’IP. Ce marquage sera proportionnel à la quantité d’ADN dans la cellule. Les cellules en apoptose, dont une partie de l’ADN 
fragmenté se sera échappé de la cellule perméabilisée, présenteront ainsi une moins grande quantité d’ADN que les cellules en phase G1, en phase réplicative (S) ou en phase G2 (Figure 

18). Ces cellules sont donc dans une phase appelée Sub-G1, qui donne son nom à la technique, et qui correspond à une partie des cellules mortes dans l’échantillon cellulaire. Le plus gros désavantage de cette technique est qu’il ne permet pas de quantifier précisément la totalité 
des cellules en apoptose. En effet, les cellules dont l’apoptose est déclenchée au cours de la 

phase de réplication ou de la phase G2 se retrouveront mélangées aux phases G1 et Sub-G2 

des cellules saines. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 L’activation des caspases est observée par la mesure de l’activité caspase, grâce à un fluoromètre. Les caspases sont extraites de l’échantillon de cellules d’intérêt, et sont mises en présence d’un substrat spécifique de la caspase mesurée. Ce substrat est alors clivé et 

produit de la fluorescence qui sera alors proportionnelle à l’activité caspase de l’échantillon. 
La mesure des caspases 3/7, 8 et 9 est possible, permettant en plus de caractériser le type 

d’apoptose entrant en jeu. La mesure de l’activité caspase présente malgré tout le défaut 
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Figure 19 : Evaluation de la permeabilisation mitochondriale par la méthode JC1 

d’être très variable en fonction du temps après induction de la mort choisi pour effectuer la 
mesure. Dans le cas des caspases 3/7, il est possible de pallier cet inconvénient en mesurant l’activation des caspases au cours du temps à l’aide de l’Incucyte en utilisant un réactif spécifique. Le cout de ce réactif reste conséquent, cette technique n’est donc pas utilisée de 
manière exploratoire. 

En complément de ces tests, nous avons mesuré l’intégrité mitochondriale dans nos 

échantillons cellulaires à l’aide du test JC1. Effectué pendant l’induction de l’apoptose, ce test permet de définir si la voie intrinsèque de l’apoptose est impliquée. Les cellules sont marquées à l’aide un colorant cationique lipophile JC1 qui va s’accumuler dans la matrice 
mitochondriale chargée négativement. A de fortes concentrations, le JC1 s’agrège et émet une fluorescence rouge. Lorsque la mitochondrie est perméabilisée à la suite d’un processus 
apoptotique, le JC1 est relargué dans le cytoplasme, se désagrège et émet une fluorescence 

verte sous forme monomérique. Le passage d’une fluorescence rouge à une fluorescence verte permet donc d’observer la perméabilisation mitochondriale (Figure 19). Comme pour 

le test caspase, le moment de la mesure est important car une perméabilisation 

mitochondriale peut se produire à des stades tardifs d’une mort cellulaire ne nécessitant pas 
la perméabilisation mitochondriale. 
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Résultats 
 

Pour exposer les résultats obtenus au cours de ce projet, j’ai fait le choix de les 

présenter sous la forme d’une publication scientifique. Il s’agit là d’une ébauche, et de 

nombreux points sont à améliorer dans l’objectif d’une publication réelle. Par exemple, 

plusieurs expérimentations sont encore à réaliser pour mieux caractériser la dégradation et 

l’ubiquitination de Mcl-1, et certains résultats doivent être répétés pour effectuer une analyse 

statistique.   
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Abstract 

 

The dependence receptor UNC5B triggers apoptosis in the absence of its 

ligand netrin-1, thus modulating tumor suppression. Indeed, interference with the 

binding between netrin-1 and UNC5B is a promising anti-tumor strategy and a 

monoclonal neutralizing antibody targeting netrin-1 is actually in clinical trial. To 

decipher the pro-apoptotic pathways activated by UNC5B, we performed a CRISPR-

Cas9 screening and we identified COMMD2 and Cullin-RING-ligase (CRL) E3 

ubiquitin ligase complex as mediators of UNC5B apoptosis. In presence of UNC5B, 

we showed that this complex ubiquitinates and targets for proteasomal degradation 

the anti-apoptotic Bcl-2 family protein Mcl-1, triggering the intrinsic apoptotic 

pathway. Inactivation of COMMD2 or CRL is then sufficient to inhibit UNC5B-

mediated apoptosis and tumor suppression activity. We propose that UNC5B 

activation, via treatment with anti-netrin-1 antibody, could be a valid therapeutic 

strategy to inhibit Mcl-1 alone or in combination with BH3-mimetics, in order to 

decrease toxicity and resistance observed with these compounds.  
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Introduction 

 

The balance between survival and death is crucial for the homeostasis of 

organisms. In the process of intrinsic apoptosis, this balance is controlled by the 

interactions of the Bcl-2 family proteins, consisting of pro-apoptotic effectors BAX, BAK 

and BOK, pro-apoptotic BH3-only protein (including BAD, BID, PUMA, BIM and NOXA), 

and anti-apoptotic Bcl-2 protein (including BCL-2, BCL-XL, MCL-1, BCL-W, BFL-1/A1) 

(Singh et al., 2019). In cancer, the equilibrium of this balance is shifted towards pro-

survival Bcl-2 members, that are often overexpressed and stabilized (Delbridge et al., 

2016). Hence, Bcl-2 members allow cancer cell to achieve evasion of cell death, which is 

a crucial step in order to acquire malignant phenotype (Hanahan and Weinberg, 2000; 

Juin et al., 2013). Cells protected by anti-apoptotic Bcl-2 members are often “primed” for 

apoptosis, because of oncogenic stress and stabilization of BH3-only proteins (Adams 

and Cory, 2018; Mérino et al., 2012). Thus, therapeutic strategies targeting anti-apoptotic 

Bcl-2 protein are relevant, and selective and potent inhibitors of their members have been 

developed these last decades (Merino et al., 2018). Those inhibitors, named “BH3 

mimetics”, are mainly efficient to treat hematopoietic cancers which display high levels of 

Bcl-2 family proteins (Ewald et al., 2019; Scheffold et al., 2018). However, combination of 

different BH3 mimetics could be an interesting lead to treat a broader panel of tumors, 

including solid tumors, which rely on more than one Bcl-2 proteins for their survival 

(Soderquist et al., 2018). To date, only the Bcl-2 specific inhibitor Venetoclax/ABT199 is 

approved (Souers et al., 2013b), and just a few molecules targeting the other members of 

the Bcl-2 family reached the clinic, such as the Mcl-1 inhibitor S63845 (Kotschy et al., 
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2016b). Indeed, biochemical limitations and relative toxicity on healthy hematopoietic cells 

hindered the development of this components (Ashkenazi et al., 2017; Opferman et al., 

2005; Zhang et al., 2007). Therefore, new leads allowing to target specifically members 

of the Bcl-2 family directly in the tumors are of great interest. 

UNC5B/UNC5H2 (UNCoordinated Homolog 5) is a receptor able to actively induce 

apoptosis when unbound to its ligand, netrin-1 (Llambi et al., 2001). This characteristic 

defines all the members of the dependence receptor family, which are able to induce a 

bivalent signaling. In the presence of their ligand, they induce a “positive” signaling 

pathway, such as signals of proliferation or migration, whereas in the absence of their 

specific ligand, they induce a "negative" signaling pathway leading to cell death 

(Negulescu and Mehlen, 2018). Hence, the expression of these receptors renders the cell 

dependent on the presence of their respective ligands in order to survive (Mehlen and 

Puisieux, 2006). Up to now, the dependence receptor family consists of more than 20 

members (Goldschneider and Mehlen, 2010), including netrin-1 receptors UNC5H (i.e., 

UNC5H1, UNC5H2, UNC5H3 and UNC5H4) and DCC (Llambi et al., 2001; Mehlen et al., 

1998), the Sonic Hedgehog Homolog receptors Patched and cell adhesion molecule-

related/downregulated by oncogenes (CDON) (Delloye-Bourgeois et al., 2013; Thibert et 

al., 2003), Kremen1 (Causeret et al., 2016), Notch3 (Lin et al., 2017), and recently, the 

tyrosine kinase receptor c-Kit (Wang et al., 2018). 

UNC5B, along with netrin-1, were shown to have pleiotropic effects, ranging from 

axon guidance migration to angiogenesis (Lai Wing Sun et al., 2011). Furthermore, netrin-

1 is also considered as a survival factor, allowing to block UNC5B pro-apoptotic activity 

(Llambi et al., 2001). In a pathological context, UNC5B could act as a tumor suppressor, 
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because of its dependence receptor features (Thiebault et al., 2003). Tumor cells 

developing in excess or outside their tissue of origin would be eliminated by lack of ligand 

availability. Therefore, loss of UNC5B receptor has been reported in several human 

cancers, including breast, stomach, lung, uterus and bladder cancer (Thiebault et al., 

2003), allowing tumor cells to overcome its tumor suppressive effect. In numerous cases, 

tumor cells acquire the ability to express the ligand netrin-1 in an autocrine manner. Netrin-

1 levels increase in colorectal cancer (Paradisi et al., 2008; Paradisi et al., 2009), 

metastatic breast cancer (Fitamant et al., 2008), in lung cancer (Delloye-Bourgeois et al., 

2009a), neuroblastomas (Delloye-Bourgeois et al., 2009b), and melanomas (Boussouar 

et al., 2020). In these models, interference between netrin-1 and its receptors was 

sufficient to induce tumor regression. According to these findings, a monoclonal antibody 

neutralizing netrin-1, called NP137, was developed by Netris Pharma in order to target 

tumors presenting an increase in netrin-1 levels (Grandin et al., 2016) and is actually in a 

phase I/II clinical trial. 

In addition to ligand upregulation and receptor loss, modification of the pro-

apoptotic pathway of UNC5B could represent another selective advantage acquired by 

tumor cells. To date, little is known about the apoptotic signaling triggered by UNC5B. 

Upon netrin-1 deprivation, UNC5B adopts an open conformation, allowing phosphatase 

PP2A to catalyze dephosphorylation of DAPK (serine/threonine Death-Associated Protein 

Kinase), which in turn induces cell death by still unknown mechanisms (Guenebeaud et 

al., 2010; Llambi et al., 2005). Understanding this pathway would bring a new sight 

allowing us to identify the pathological context in which NP137 antibody should better 

induce cell death and tumor regression. 
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To identify the pro-apoptotic partners of UNC5B, we took advantage of a CRISPR-

Cas9-based screen. We identified here the CRL3-COMMD2 complex as a crucial 

mediator needed for UNC5B-induced apoptosis. In presence of disengaged UNC5B, this 

complex ubiquitinated the anti-apoptotic Bcl-2-member Mcl-1, targeting for proteasomal 

degradation. Consequently, decreased levels of Mcl-1 triggered mitochondrial 

depolarization and activation of the intrinsic apoptotic pathway. Moreover, we propose 

here that NP137 treatment could be used as a specific Mcl-1 inhibitor in tumor patients, 

to be used in combination with BH3-mimetics to overcome toxicity associated with this 

kind of compounds.  
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Results 

 

COMMD2 is required for UNC5B-induced cell death and tumor suppression 

To decipher the pro-apoptotic pathways triggered by UNC5B, we generated a 

stable colorectal cancer HCT116 cell line, inducible for UNC5B, using sleeping beauty-

based vectors. Forced UNC5B expression upon doxycycline treatment, confirmed by 

western blot (Figure S1A), strongly induced apoptotic cell death, as revealed by PI 

incorporation (Figure 1A), DNA fragmentation (Figure 1B) and caspase-3 activity (Figure 

1C), compared to cells stable transfected with empty vector. This intense sensibility to 

UNC5B induction indicates the presence of a functional pro-apoptotic UNC5B signaling in 

HCT116 cells. To confirm that UNC5B-induced apoptosis was not merely due to protein 

over-expression, we stably expressed the ligand netrin-1 in HCT116 cells inducible for 

UNC5B. The constitutive presence of netrin-1 was sufficient to inhibit apoptosis observed 

upon UNC5B induction (Figures 1B and 1C). 

We used stable HCT116 cell line, inducible for UNC5B, to perform a CRISPR-

Cas9-based screening, allowing the identification of UNC5B pro-apoptotic partners. 

Between the advantages of this technique, there is also the possibility to identify proteins 

involved in a particular molecular signaling cascade, even if they are not able to interact 

together. This is not possible, for example, using an interaction-based screening, such as 

yeast two-hybrid screen. To this purpose, we transduced sleeping beauty-modified 

HCT116 cells with a genome-wide lentiviral library (GeCKO library, (Sanjana et al., 2014; 

Shalem et al., 2014)). Upon doxycycline treatment and UNC5B induction, exclusively cell 

clones knocked-out of a gene required for UNC5B pro-apoptotic signaling will survive 
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(Figure 1D). Using Next Generation Sequencing (NGS), we identified inactivated genes 

in cell clones. Considering all genes presenting at least three small guide RNAs (sgRNAs) 

enriched compared to control cells and identified in more than 100 reads (Figure 1E), we 

identified 75 genes. Intriguing, gene ontology analysis of all genes enriched in 

doxycycline-treated cells identified several proteins involved in ubiquitin binding (Figure 

1F).  

Upon a literature-based selection we highlighted eight genes, listed in Figure S1B. 

In particular, we focused on the copper metabolism Murr1 domain-containing protein 2 

(COMMD2), a protein belonging to COMMD family, sharing a C-terminal COMM domain 

that mediates protein-protein interactions (Burstein et al., 2005). Although several reports 

account for a regulation of protein stability and activity of the homologue COMMD1 (Riera-

Romo, 2018), little is known about the function of other family members, such as 

COMMD2. To confirm whether COMMD2 is required to UNC5B-induced cell death, we 

first generated stable HeLa cell lines, inducible for UNC5B. We selected a stable cell 

clone, expressing high levels of UNC5B upon doxycycline treatment (Figure S2A), and 

we confirmed a strong apoptotic cell death in doxycycline-treated cells, as evaluated by 

increases of DNA fragmentation (Figure S2B), caspase-3 activation (Figures S2C and 

S2D) and PI-positive cells (Figure S2E). Moreover, constitutive expression of netrin-1 or 

caspase inhibition by pan-caspase inhibitor Q-VD-OPh completely revert apoptosis 

induction by UNC5B (Figure S2B). Next, we transfected stable HeLa and HCT116 cells 

with two distinct siRNA targeting COMMD2 (Figures S3A, S3B and S3C). Interference 

with COMMD2 gene expression was sufficient to decrease DNA fragmentation upon 

UNC5B challenge with doxycycline, compared to cells transfected with control siRNA 
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(Figure 2A and S3D). Moreover, COMMD2 silencing inhibited the severe increase of PI-

positive HeLa cells, triggered by UNC5B over-expression (Figure 2B), as well as caspase-

3 activation observed in control cells (Figure 2C). In addition, transfection of a specific 

siRNA targeting COMMD1 was not able to modulate UNC5B-induced cell death in stable 

HeLa cells (Figures S3E and S3F), suggesting a specific role of COMMD2 in UNC5B pro-

apoptotic pathways. 

We then assessed whether COMMD2 could also modulate the tumor suppression 

function of UNC5B. For this purpose, we took advantage of the lung cancer H322 cell line, 

expressing high levels of netrin-1 and UNC5B, as well as COMMD2 (Figure S3G and 

(Delloye-Bourgeois et al., 2009a)). Several reports pointed out that netrin-1 inhibition, 

through RNA silencing or interference with the binding of its receptors, is a promising 

therapeutic strategy, inducing cell death in cancer cells expressing netrin-1 (Delloye-

Bourgeois et al., 2009a; Delloye-Bourgeois et al., 2009b; Fitamant et al., 2008; Paradisi 

et al., 2013; Paradisi et al., 2009). To confirm the role of both UNC5B and COMMD2 on 

tumor suppression induced by netrin-1 inhibition, we stably knocked-out these two genes 

in H322 cells, using CRISPR-dCas9-KRAB, a modified CRISPR-Cas9-based system 

(Gilbert et al., 2013; Thakore et al., 2015) COMMD2 and UNC5B down-regulation was 

verified by Western blot and quantitative PCR analyses in stably transduced H322 cells 

(Figures S3G and S3H). Transfection of an siRNA targeting netrin-1 in these stable 

knocked-out cells, while triggering apoptosis in control cells, had no effect on COMMD2 

and UNC5B stable cell lines, confirming in vitro that both the genes were required for 

apoptosis triggered by netrin-1 inhibition in H322 cells (Figure SXX). Next, we assessed 

the requirement of COMMD2 and UNC5B on tumor suppression associated with netrin-1 
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inhibition. For this purpose, we investigated the effect of NP137, a neutralizing anti-netrin-

1 antibody able to induce cancer cell death and tumor regression in several preclinical 

models (Boussouar et al., 2020; Grandin et al., 2016), on stable knocked-out H322 cells 

engrafted in nude mice. Treatment of mice with NP137 antibody strongly inhibited tumor 

growth in control cells, however tumors knocked-out of COMMD2 or UNC5B were less 

sensitive to anti-netrin-1 antibody, as revealed by both tumor growth curves and the 

percentage of tumor growth inhibition (Figures 2D and 2E). We confirmed that the tumor 

suppression activity of NP137 antibody was due to apoptosis induction, as demonstrated 

by immunohistochemical staining of cleaved, active caspase-3 (Figure 2F). Interestingly, 

in tumors knocked-out for COMMD2 or UNC5B we failed to detect a similar increase in 

the percentage of caspase-3 positive cells upon treatment with NP137 antibody (Figure 

2F). 

 

UNC5B-induced cell death requires the formation of a COMMD2-regulated 

ubiquitin-ligase complex 

Having confirmed the necessity of COMMD2 in the pro-apoptotic and tumor 

suppressor activities of UNC5B, we next studied the molecular events involved in this 

regulation. Gene ontology analysis of CRISPR-Cas9 screening on HCT116 cells revealed 

the involvement of several ubiquitin-ligase proteins on UNC5B-induced cell death (see 

Figure 1F). Moreover, COMMD proteins interact with different Cullins, which in turn 

associate with RING box proteins (RBX1 or RBX2) to form an E3 ubiquitin ligase complex, 

known as Cullin-RING ligases (CRLs), which control the stability of many proteins (Mao 

et al., 2011). Even though it has been proposed that COMMD1 could regulate the binding 
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to CRLs of the natural inhibitor CAND1 (Cullin-associated Nedd8-dissociated Protein 1, 

(Mao et al., 2011)), how other COMMD proteins could modulate protein ubiquitination by 

CRLs is unknown. Of interest, COMMD2, conversely to COMMD1, interacts preferentially 

with Cullin-3 (CUL3) (Mao et al., 2011) that forms with RBX proteins the ubiquitin ligase 

complex CRL3. To unravel whether COMMD2/CRL3 complex could affect cell death 

induced by UNC5B, we transfected siRNAs targeting RBX1 and CUL3 in stable HeLa cells 

inducible for UNC5B. While in scramble-transfected cells UNC5B induction upon 

doxycycline treatment triggered DNA fragmentation, silencing of either RBX1 or CUL3 

was sufficient to inhibit apoptosis induction (Figures 3A and S4A). In a similar way, we 

observed the decreases of caspase-3 activity and PI-positive cells upon interfering with 

RBX1 or CUL3 gene expression (Figures 3B and 3C), confirming the crucial role of CRL3 

on UNC5B-induced apoptosis. Moreover, silencing of CUL2, preferentially binding 

COMMD1 (Mao et al., 2011), had no effect on the cell death triggered by UNC5B (Figures 

S4B and S4C). These data suggest the formation of a specific protein complex between 

COMMD2 and CRL3 in presence of UNC5B, allowing activation of ubiquitin ligase activity. 

Knowing that activation of CRLs requires the covalent conjugation of the protein NEDD8 

(neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated 8) (Duda et al., 2008), 

a process called NEDDylation (Enchev et al., 2015), we wondered whether 

COMMD2/CRL3 interaction could involve this event. Indeed, treatment of stable HeLa 

cells with pevonedistat, an inhibitor of NEDDylation (Soucy et al., 2009), suppressed 

apoptosis induced by UNC5B (Figures 3D and S4D). As protein ubiquitination requires 

the recruitment of E2 ubiquitin-conjugating enzymes from E3 complex, such as CRL3, to 

confirm the necessity of this process in UNC5B-induced cell death we next investigate 

which E2 enzymes could be involved. CRISPR-Cas9 screening identified two E2 
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enzymes, UBE2L6 and UBE2H, both presenting four sgRNAs enriched upon doxycycline 

challenge (data not shown). Upon transfection of siRNA targeting this two E2 enzymes in 

stable HeLa cells, we confirmed that silencing UBE2L6, but not UBE2H, decreased DNA 

fragmentation observed upon UNC5B induction (Figures 3E and S4E). 

 

UNC5B triggers proteasomal degradation of Mcl-1 

Considering that we demonstrated that UNC5B-induced cell death required the 

activation of the E3 ubiquitin-ligase complex CRL3, we hypothesized that UNC5B could 

lead to ubiquitination and consequent proteasomal degradation of unknown target 

proteins. Indeed, treatment of stable HeLa cells with proteasome inhibitors MG132 and 

bortezomib suppressed DNA fragmentation and caspase-3 activation triggered by UNC5B 

induction (Figures 4A and 4B). Looking for UNC5B target proteins, degraded during 

apoptosis induction, we focused on the Bcl-2 family members, anti-apoptotic proteins 

whose cellular abundance is regulated via the ubiquitin-proteasome system (Kale et al., 

2018; Singh et al., 2019). Western blot analysis revealed a specific decrease of Mcl-1 

protein upon UNC5B induction in stable HeLa cells, while we reported no change on Bcl-

2 and Bcl-XL protein levels (Figure 4C). Moreover, treatment with proteasome inhibitor 

bortezomib increased Mcl-1 protein levels in both untreated and doxycycline-treated cells. 

Interestingly, inhibition of caspase activity, by means of Q-VD-OPh, was not sufficient to 

prevent Mcl-1 degradation triggered by UNC5B, even though is adequate to restrain 

apoptosis induction (Figures 4A and 4C). In addition, we demonstrated that UNC5B-

dependent degradation of Mcl-1 occurred at a protein level, as UNC5B induction did not 

affect Mcl-1 and other Bcl-2 family members transcriptional levels, evidenced by 
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quantitative PCR analysis (Figure 4D). Inactivation of COMMD2/CRL3 complex, by 

silencing COMMD2 or RBX1 gene expression, constrained Mcl-1 degradation in 

doxycycline-treated HeLa cells (Figure 4E). Taken together, these results suggest that 

UNC5B drives proteasomal degradation of Mcl-1 through ubiquitin-ligase activity of the 

COMMD2/CRL3 complex.  

 

UNC5B-mediated Mcl-1 degradation induces MOMP and caspase-9 activation 

Mcl-1, as well as other Bcl-2 family members, acts as an anti-apoptotic protein by 

inhibiting the pro-apoptotic proteins BCL2 associated X, apoptosis regulator (BAX) and 

BCL2 antagonist/killer 1 (BAK1) and the consequent mitochondrial outer membrane 

permeabilization (MOMP) (Galluzzi et al., 2018a). Following the cytoplasmic release of 

apoptotic factors residing in the mitochondrial intermembrane space, a pro-apoptotic 

complex, called apoptosome, is formed, leading to caspase-9 activation and consequent 

execution of the intrinsic apoptotic program. Having shown that UNC5B triggered Mcl-1 

degradation, we could suppose that apoptosis induced by UNC5B should require MOMP 

and caspase-9 activation. Indeed, silencing of caspase-9 in stable HeLa cells rescued the 

strong increase of PI-positive cells upon UNC5B induction (Figure 5A and S5A), as well 

as DNA fragmentation and caspase-3 activity (Figures 5B and 5C). Conversely, 

transfection of siRNAs targeting caspase-8 (the effector caspase involved in the extrinsic 

apoptotic pathway) unaffected UNC5B-induced cell death (Figure S5B and S5C). 

Moreover, UNC5B triggered caspase-9, and not caspase-8, activation in stable HeLa 

cells, as shown by caspase activity, performed using specific fluorescent substrate (Figure 

5D). 
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Having demonstrated that Mcl-1 degradation requires the activation of 

COMMD2/CRL3 complex by UNC5B, we determined whether UNC5B-dependent 

caspase-9 activation was consequent to this event. Stable HeLa cells were transfected 

with siRNA targeting COMMD2, CUL3 and RBX1, as well as caspase-9 as a positive 

control. Silencing the expression of COMMD2/CRL3 member complex completely 

suppressed caspase-9 activation observed upon UNC5B induction in scrambled-

transfected cells (Figure 5E). Moreover, treatment of stable HeLa cells with NEDD8 or 

proteasome inhibitors (Figure 5F) was sufficient to prevent UNC5B-induced caspase-9 

activation.  

UNC5B-mediated activation of caspase-9, together with decreased Mcl-1 protein 

levels observed upon UNC5B induction, suggested that UNC5B could trigger apoptosis 

by provoking MOMP. Indeed, we confirmed this hypothesis in stable HeLa cells over-

expressing UNC5B (Figure 5G). Interestingly, silencing of COMMD2 and RBX1 inhibited 

both MOMP and apoptosis triggered by UNC5B (Figures 5G and 5H). In contrast caspase-

9 knock-down, even though suppressed apoptosis upon UNC5B induction (Figure 5H), 

was not sufficient to restrain mitochondria depolarization induced by UNC5B (Figures 5G). 

Moreover, transfection of siRNA targeting caspase-9 in stable HeLa cells did not prevent 

Mcl-1 degradation consequent to UNC5B induction (Figure 5I). These data confirmed that 

Mcl-1 degradation and MOMP triggered by UNC5B were not merely the effect of cellular 

perturbation consequent to UNC5B over-expression, as these events still occurred in 

stable HeLa cells knocking-down of caspase-9 and showing low apoptotic rate (Figures 

5G and 5H). As confirmation, silencing of BAX and BAK1 (Figure S5D), upstream the 

molecular events driving apoptosis through Mcl-1 inhibition to MOMP and caspase-9 
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activation, decreased UNC5B-dependent apoptosis induction (Figure 5J), while they could 

not prevent counteract Mcl-1 inhibition observed in doxycycline-treated stable HeLa cells 

(Figure 5K). 
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Discussion 

 

The dependence receptor UNC5B is able to conditionally induce apoptosis in 

cancer cells. Using a CRISPR-Cas9 screening, we identified the protein COMMD2 as a 

pro-apoptotic mediator of UNC5B-induced cell death. Our results allow to establish a 

predict model, detailed in Figure 6. In the absence of netrin-1, UNC5B triggers COMMD2 

activation by still unknown mechanisms. Once activated, COMMD2 interacts with the 

CRL3 complex which then ubiquitinates Mcl-1 and causes its degradation by the 

proteasome. This results in a shift of the pro-apoptotic balance, leading to mitochondrial 

permeabilization and successive activations of caspase 9 and caspase 3 and finally to 

apoptosis of the cell. To date, several ubiquitin ligases are known to degrade Mcl-1, 

including Mule, SCFβ-TrCP, SCFFBW7, TRIM17, APC/CCdc20, MARCH5 and Parkin (Mojsa et 

al., 2014; Senichkin et al., 2020). However, CRL3 complex has never been described in 

this context. Here, for the first time, we demonstrate the involvement of this E3 ligase in 

the degradation of Mcl-1. 

The E3 ligase family of CRLs is mainly regulated by a neddylation cycle, allowing 

their activation and inactivation (Duda et al., 2011). CRL E3 ligases are activated by 

covalent binding of an NEDD8 protein (Enchev et al., 2015). Subsequently NEDD8 can 

be dissociated from the complex by the action of the COP9 (constitutive 

photomorphogenesis 9) signalosome, which allows the CAND1 protein to interact with the 

non-neddylated complex and inhibit its activity (Duda et al., 2011). Interestingly COMMD1 

inhibits the binding of CAND1 by associating with Cullin-2, and consequently activates the 

CRL2 complex (Mao et al., 2011). In addition, COMMD2 specifically interacts with Cullin-
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3, but not Cullin-2 (Mao et al., 2011). Our data demonstrated that COMMD2, as well as 

the members of CRL3 complex, were required for cell death induced by UNC5B, whereas 

COMMD1 and other CRLs did not participate to UNC5B pro-apoptotic pathways. 

Furthermore, we were also able to demonstrate that inhibition of neddylation, via treatment 

with pevonedistat, a specific inhibitor of NEDD8, was able to reverse UNC5B-induced cell 

death. Since CAND1 binds and inhibits virtually all Cullins (Duda et al., 2011), we can thus 

hypothesize that COMMD2, by interacting specifically with CRL3, could inhibit the 

interaction of CAND1 with Cullin-3, and thus allow its activation by neddylation. However, 

how UNC5B favorizes COMMD2 interaction with CRL and activates these complexes 

remains unclear.  

From a therapeutic point of view, our results suggest that interfering with the binding 

between netrin-1 and UNC5B, using the neutralizing anti-netrin-1 antibody NP137, could 

constitute an original means of degrading Mcl-1, thus providing an interesting alternative 

to the BH3-mimetics currently being developed. Indeed, the clinical progression of these 

compounds, in particular those targeting Mcl-1, has been slowed, because of on-target 

effect on healthy cells (Merino et al., 2018). Indeed, the presence of this anti-apoptotic 

protein is crucial in many tissues and cell types, including hematopoietic stem cells, 

thymus epithelium, mature and immature B and T lymphoid cells, activated T cells, 

cardiomyocytes, neural cells and hepatocytes (Merino et al., 2018). Preliminary tests on 

humanized Mcl-1 mice with S63845 revealed a decrease in the B-cell population during 

treatment, but an overall good tolerability (Brennan et al., 2018). Nonetheless, the recent 

suspension of a clinical study of two Mcl-1 inhibitors, AMG 176 (NCT02675452) and AMG 

397 (NCT03465540), evaluating possible cardiac toxicity of these compounds still raises 
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some safety concerns (Wei et al., 2020). By degrading Mcl-1 in an indirect but specific 

way, NP137 antibody could be an attractive alternative to BH3-mimetic compounds. 

Indeed, the safety of this antibody has already been tested in clinical phase I, and has 

shown a very good tolerance in the patients tested. NP137, by preferentially targeting 

tumor cells overexpressing netrin-1, has a considerable advantage over chemical 

inhibitors, which indiscriminately target both tumor and healthy cells. The good tolerance 

of the antibody in patients offers the possibility of using it in combination with other 

molecules. 

The use of BH3-mimetics targeting Mcl-1 in combination with other agents has 

been described in several contexts. For example, the use of Mcl-1 inhibitors has been 

shown to be effective in combination with EGFR, MEK or B-RAF inhibitors in different lung 

cancer subtypes (Kotschy et al., 2016b; Leverson et al., 2015a; Weeden et al., 2018), or 

in combination with HER2-targeted chemotherapies in breast cancer (Merino et al., 

2017b). Moreover, another interesting approach could be to target other Bcl-2 family 

members in addition to Mcl-1. While the vast majority of solid tumors are resistant to the 

use of a single inhibitor targeting Bcl-2, Bcl-XL or Mcl-1, the combination of inhibition of 

two or even all three proteins is highly effective (Soderquist et al., 2018). The combination 

of Mcl-1 and Bcl-XL inhibitors, in particular, appears to be effective in a large portion of 

tumors and could be promising. However, this combination has been reported to be lethal 

in mouse models, due to acute liver toxicity (Weeden et al., 2018). Using the antibody 

against netrin-1 could replace BH3-mimetics targeting Mcl-1, and therefore decrease the 

toxicity of the co-treatment and allow combinations with other BH3 mimetics. 
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Figure Legends: 

 

Figure 1.  CRISPR-Cas9 screening identifies genes and molecular pathways 

involved in UNC5B-induced cell death 

(A): UNC5B over-expression triggers cell death. Stable HCT116 cells inducible for human 

UNC5B were treated with the indicated amount of doxycycline in 48-well plate. Cell death 

was analyzed by propidium iodide (PI) staining up to 52 hours, using Incucyte Zoom 

instrument.  

(B-C): UNC5B-induced cell death is associated with DNA fragmentation and caspase-3 

activation and is inhibited by netrin-1. Stable HCT116 cells, transfected with luciferase 

(Luc) or UNC5B inducible plasmid, alone or constitutively expressing netrin-1 

(UNC5B+NTN1), were treated with the indicated concentration of doxycycline (Dox) for 

18 hours and apoptosis was evaluated by DNA fragmentation assay through flow 

cytometry (B) and by caspase-3 activity (C), quantified by fluorometric detection kit. 

(D): Schematic representation of the CRISPR-Cas9 screening strategy. Stable HCT116 

cells inducible for UNC5B (HCT116 UNC5B) were transduced with a small guide RNAs 

(sgRNAs) library. Upon puromycin selection, induction of apoptosis by receptor over-

expression allowed the selection of resistant clones, knocked-out of the genes required 

for UNC5B apoptosis induction. Upon amplification of sgRNAs by PCR, candidate genes 

were identified by Next Generation Sequencing (NGS). 

(E): Schematic proceedings for the bioinformatic analysis allowing selection of candidate 

genes. 
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(F): Gene ontology analysis of the screening results. Analysis was performed using 

DAVID Bioinformatics Resources 6.8 (Huang et al., 2007b). 

Data are representative of at least three replicates as mean ± SEM. ns, non-significant; 

**p < 0.01; ***p < 0.001; NTN1, netrin-1; Dox, doxycycline; sgRNA, small guide RNA. 

See also Figure S1. 

 

Figure 2.  COMMD2 is required for UNC5B-induced cell death and tumor 

suppression 

(A): Silencing COMMD2 inhibits UNC5B-induced DNA fragmentation. Stable HeLa cells 

inducible for UNC5B were transfected with two distinct siRNA scramble (siCTRL) or 

targeting COMMD2 (siCOMMD2-1 and -2). Upon treatment for 18 hours with the indicated 

concentrations of doxycycline (Dox), DNA fragmentation was evaluated through FACS 

analysis. A representative experiment is showed in the left. The percentage of cells with 

fragmented DNA (Sub-G1) is indicated. 

(B): COMMD2 knock-down suppresses cell death triggered by UNC5B. Stable HeLa-

UNC5B cells were transfected with the indicated siRNA in 48-wells plate and treated 24 

hours later with 2 µg/mL of doxycycline up to 48 hours. Cell death was monitored in real-

time by means of propidium iodide (PI) staining through the Incucyte Zoom instrument. 

(C): UNC5B-mediated caspase-3 activation requires COMMD2. Stable HeLa cells, 

transfected with scramble or COMMD2-targeting siRNA, were treated with doxycycline for 

18 hours. Caspase-3 activity was evaluated by fluorometric detection kit. Caspase-3 

activity was normalized to total protein amount and indexed to not-treated scramble-

transfected cells. 
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(D,E): Tumor growth inhibition driven by netrin-1 interference necessitates UNC5B and 

COMMD2. NMRI nude mice were engrafted with stable H322 cells, knock-down for 

luciferase (sgCTRL, used as a non-targeting control), UNC5B (sgUNC5B) or COMMD2 

(sgCOMMD2), generated with CRISPR-Cas-9-KRAB strategy. After tumor volume 

reached 50 mm3, mice were intraperitoneal treated three time per week with anti-netrin-1 

(NP137) or control (NP001) antibodies. Tumor sizes were measured at the indicated days 

post-treatment (D). Tumor growth inhibition, allowing quantification of anti-tumor activity 

of NP137 antibody, was then calculated for each engrafted stable cell lines (E). 

(F). Silencing UNC5B and COMMD2 restrains in vivo NP137-induced apoptosis. After 

sacrificing the mice, tumors were resected and apoptosis was quantified by 

immunostaining of active cleaved caspase-3. Positive cells were then indexed on tumors 

resected in NP001-treated mice for each stable cell line (Eleftheriou et al.). A 

representative quantification is showed (right). 

Data are representative of at least three replicates as mean ± SEM. ns, non-significant; 

**p < 0.01; ***p < 0.001; Dox, doxycycline; sgRNA, small guide RNA. 

See also Figures S2 and S3. 

 

Figure 3.  UNC5B-induced cell death requires the formation of a COMMD2-regulated 

ubiquitin-ligase complex 

(A,B,C): Apoptosis induction by UNC5B involves CRL3 complex. Stable HeLa cells 

inducible for UNC5B (HeLa UNC5B) were transfected with siRNAs scramble (siCTRL) or 

targeting RBX1 (siRBX1-1 and -2) or Cullin-3 (siCUL3-1 and -2). 24 hours after 

transfection, cells were treated with the indicated doses of doxycycline (Dox) for 18 hours 

and DNA fragmentation (A) and caspase-3 activity (B) were assessed. A representative 
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experiment of DNA fragmentation is displayed in the right part of panel A. Percentage of 

cells showing fragmented DNA (Sub-G1) are presented in the inset. Induction of cell death 

in transfected cells was also evaluated in real-time, using propidium iodide (PI) staining 

through the Incucyte Zoom instrument (C). The variation of PI-positive cells upon 

treatment is indicated on cells transfected with siRNA targeting Cullin-3 (Eleftheriou et al.) 

and RBX1 (right). Silencing of Cullin-3 or RBX1 was adequate to restrain apoptosis 

induction upon UNC5B over-expression. 

(D): NEDD8 inhibition protects cells from UNC5B-induced apoptosis. HeLa UNC5B cells 

were treated with the indicated concentrations of doxycycline and the NEDD8 inhibitor 

pevonedistat. 18 hours after treatment, apoptosis rate was measured by DNA 

fragmentation through flow cytometry. NEDD8 inhibition suppressed UNC5B-triggered 

apoptosis. 

(E): Silencing the E2 ubiquitin-conjugating enzyme UBE2L6 inhibits apoptosis triggered 

by UNC5B. HeLa UNC5B cells were transfected with scramble (siCTRL), UBE2H- 

(siUBE2H-1 and -2) or UBE2L6-specific (siUBE2L6-1 and -2) siRNA. 24 hours after, cells 

were treated with 2 µg/mL of doxycycline and apoptosis was evaluated by DNA 

fragmentation. Knock-down of UBE2L6, but not UBE2H, inhibited UNC5B-induced 

apoptosis in HeLa UNC5B cells. 

Data are representative of at least three replicates as mean ± SEM. ns, non-significant; 

*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ****p < 0.0001; Dox, doxycycline. 

See also Figures S4. 

 

Figure 4.  UNC5B triggers proteasomal degradation of Mcl-1 
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(A,B): UNC5B-induced apoptosis requires proteasome activity. Stable HeLa cells 

inducible for UNC5B (HeLa UNC5B) were treated with doxycycline (Dox) at 2 µg/mL, in 

combination with the indicated doses of the proteasome inhibitors MG132 and bortezomib 

(BTZ) and the pan-caspase inhibitor Q-VD-OPh hydrate (QVD). 18 hours after treatment, 

apoptosis was measured by DNA fragmentation (A) and caspase-3 activity (B). Treatment 

with all the inhibitors was sufficient to strongly reduce apoptosis induction upon UNC5B 

over-expression. 

(C): UNC5B triggers Mcl-1 degradation. HeLa UNC5B cells were treated with 2 µg/mL of 

doxycycline, in combination with bortezomib (BTZ, 1 µM) and Q-VD-OPh (QVD, 10 µM) 

inhibitors. 16 hours after treatment, cells were lysed by scraping and sonication in SDS-

containing buffer. Protein levels of Mcl-1, Bcl-2 and Bcl-XL, as well as of UNC5B and 

actin, used as housekeeping gene, were evaluated by western blot. Ratio of protein levels 

between not-treated (0) and doxycycline-treated (2), normalized to actin, is showed in the 

bottom of each western blot. UNC5B over-expression specifically promoted Mcl-1 protein 

decrease. Proteasome inhibition, via treatment with bortezomib, rescued this degradation, 

while caspase inhibition through Q-VD-OPh, even though inhibited cell death, did not 

affect Mcl-1 degradation. 

(D): UNC5B over-expression do not affect transcriptional regulation of Mcl-1. HeLa 

UNC5B cells were treated with 2 µg/mL of doxycycline for 24 hours. Mcl-1, Bcl-2 and Bcl-

XL gene expression was analyzed by quantitative RT-PCR. Expression of TATA binding 

protein (TBP) and β-glucuronidase (GUSB) genes were used as housekeeping genes. 

(E): Mcl-1 degradation induced by UNC5B requires COMMD2/CRL3 complex. HeLa 

UNC5B cells were transfected with scramble (siCTRL), COMMD2 (siCOMMD2) and 

RBX1 (siRBX1) siRNA. 24 hours after transfection, cells were treated with 2 µg/mL of 
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doxycycline for further 18 hours. Protein levels of Mcl-1, UNC5B and Ku80, used as 

housekeeping protein, were evaluated by western blot. Silencing COMMD2 or RBX1 was 

sufficient to block Mcl-1 degradation elicited by UNC5B over-expression. 

Data are representative of at least three replicates as mean ± SEM. **p < 0.01; ***p < 

0.001; Dox, doxycycline; NT, not treated; BTZ, bortezomib; QVD, Q-VD-OPh. 

 

Figure 5.  UNC5B-mediated Mcl-1 degradation induces MOMP and caspase-9 

activation 

(A,B,C): Apoptotic cell death induced by UNC5B over-expression necessitates caspase-

9. HeLa UNC5B cells were transfected with scramble (siCTRL) or caspase-9 (siCASP9B) 

siRNAs and 24 hours later treated with the indicated concentrations of doxycycline (Dox). 

PI-positive cells quantification was analyzed in real-time up to 48 hours using Incucyte 

Zoom instrument (A). DNA fragmentation was assessed by FACS analysis (B) and 

caspase-3 was measured using caspase-3 fluorometric kit (C), both 18 hours after 

treatment. Inhibition of caspase-9 gene expression decreased cell death triggered by 

UNC5B upon doxycycline treatment. 

(D): UNC5B over-expression activates caspase-9, but not caspase-8. HeLa UNC5B cells 

were treated with 2 µg/mL of doxycycline and 18 hours later both caspase-9 and -8 

activities were evaluated by fluorometric kit, using specific substrates. UNC5B triggered a 

strong induction of caspase-9 activity, whereas caspase-8 activity did not increase upon 

doxycycline treatment. 

(E): UNC5B-induced caspase-9 activity requires COMMD2/CRL3 complex. HeLa UNC5B 

cells were transfected with scramble siRNA (siCTRL), or siRNAs targeting COMMD2 

(siCOMMD2-1 and -2), Cullin-3 (siCUL3-1 and -2), RBX1 (siRBX1-1 and -2) or caspase-
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9 (siCASP9-1 and -2). 24 hours later, cells were treated with 2 µg/mL of doxycycline and 

caspase-9 measured by fluorometric kit. Silencing of at least one member of 

COMMD2/CRL3 complex was adequate to suppress caspase-9 activity induced by 

UNC5B. 

(F): Proteasome or NEDD8 inhibition restrains caspase-9 activity triggered by UNC5B. 

HeLa UNC5B cells were treated with 2 µg/mL of doxycycline and with the proteasome 

inhibitors MG132 and bortezomib (BTZ), the NEDD8 inhibitor pevonedistat or the pan-

caspase inhibitor Q-VD-OPh (QVD), at the indicated concentrations. 18 hours after 

treatment, caspase-9 activity was evaluated by fluorometric kit. 

(G): UNC5B over-expression triggers Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization 

(MOMP) in a COMMD2/CRL3 complex-dependent manner. HeLa cells were transfected 

with scramble (siCTRL), COMMD2 (siCOMMD2-1), RBX1 (siRBX1-1) or caspase-9 

(siCASP9-2) siRNAs. 24 hours after transfection, cells were treated with 2 µg/mL of 

doxycycline and after further 18 hours mitochondrial depolarization rate was quantified by 

JC-1 dye staining, using NucleoCounter NC3000. A representative experiment is showed 

in the right panel. Low right quadrant represents mitochondrial depolarized cells. Number 

in the quadrants correspond to percentage of cells. UNC5B induction strongly increased 

the percentage of polarized population in siCTRL-transfected cells, however silencing of 

COMMD2 or RBX1 suppress MOMP induced by UNC5B. Moreover, Interference with 

caspase-9 gene expression did not affect mitochondrial depolarization observed upon 

doxycycline treatment. 

(H): Suppression of COMMD2/CRL3 complex or caspase-9 gene expression rescues 

UNC5B-induced apoptosis. HeLa UNC5B cells were transfected and treated as in (G) and 

DNA fragmentation was assessed by flow cytometry. 
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(I): Caspase-9 is not required for UNC5B-dependent Mcl-1 degradation. HeLa UNC5B 

cells were transfected with scramble (siCTRL) or caspase-9 (siCASP9-2) siRNAs. Cells 

were then treated with doxycycline and Mcl-1 protein was evaluated by western blot. 

Silencing caspase-9 was not sufficient to revert Mcl-1 degradation observed upon UNC5B 

induction. 

(J): UNC5B-induced apoptosis involves the pro-apoptotic proteins BAX and BAK1. HeLa 

UNC5B cells were transfected with scramble (siCTRL), BAK1 (siBAK1-1 and -2) or BAX 

(siBAX-1 and -2) siRNAs. 24 hours later, cells were treated with doxycycline and after 

further 18 hours DNA fragmentation was evaluated by flow cytometry. 

(K): UNC5B-induced Mcl-1 degradation does not require BAX and BAK1. HeLa UNC5B 

cells were transfected and treated as in (J). Mcl-1 protein levels were assessed by western 

blot. 

Data are representative of at least three replicates as mean ± SEM. ns, non-significant; 

*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; Dox, doxycycline; NT, not treated; BTZ, bortezomib; 

QVD, Q-VD-OPh; JC-1, 5’,6,6’-tetrachloro-1,1’,3,3’-tetraethylbenzimi-dazolylcarbocyani-

ne iodide. 

See also Figures S5. 

 

Figure 6.  Working model for UNC5B-mediated Mcl-1 degradation and activation of 

intrinsic apoptotic pathway 

Induction of UNC5B is able to activate, via COMMD2, the Cullin-RING-ligase (CRL) 

complex 3 (CRL3). Through unknown mechanisms involving NEDDylation of CRL3 and 

activation of the E2 ubiquitin-conjugating enzyme UBE2L6, UNC5B promotes 

ubiquitination and proteasomal degradation of Mcl-1, allowing Mitochondrial Outer 
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Membrane Permeabilization (MOMP), release of cytochrome C, formation of apoptosome 

and finally activation of caspase-9, thus leading to apoptosis. 

 

 

Supplementary Figure Legends: 

 

Figure S1.  CRISPR-Cas9 screening identifies genes and molecular pathways 

involved in UNC5B-induced cell death. Related to Figure 1. 

(A): UNC5B induction upon treatment with doxycycline. Stable HCT116 cells, inducible 

for UNC5B, were treated with the indicated concentrations of doxycycline (Dox). 24 hours 

later, protein levels of UNC5B and GAPDH, used as housekeeping gene, were evaluated 

by western blot. 

(B): Candidate genes identified upon CRISPR-Cas9-based screening. The number of 

guides showing an increase of reads compared to control condition is shown for each 

gene. 

 

Figure S2.  Characterization of stable HeLa cell line, inducible for UNC5B. Related 

to Figure 2. 

(A): UNC5B induction upon treatment with doxycycline on HeLa UNC5B cells. Stable 

HeLa cells inducible for UNC5B (HeLa UNC5B) were treated with the indicated doses of 

doxycycline (Dox) for 18 hours. Protein levels of UNC5B and β-actin, used as 

housekeeping gene, were measured by western blot. 
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(B,C,D,E): UNC5B induction triggers apoptotic cell death in HeLa cells. HeLa UNC5B 

cells were treated with the indicated concentrations of doxycycline and netrin-1 (NTN1) 

conditioned medium or pan-caspase inhibitor Q-VC-OPh (QVD). DNA fragmentation was 

evaluated by flow cytometry (B), whereas caspase-3 activity was measured by 

fluorometric test (C) or in real-time up to 24 hours using Incucyte Zoom instrument (D). To 

evaluate cell death, propidium iodide (PI) incorporation was followed in real-time up to 48 

hours by Incucyte Zoom technology (E). 

Data are representative of at least three replicates as mean ± SEM. ns, non-significant; 

***p < 0.001; Dox, doxycycline; NTN1, netrin-1; QVD, Q-VD-OPh; PI, propidium iodide. 

 

Figure S3.  COMMD2 is required for UNC5B-induced cell death and tumor 

suppression. Related to Figure 2. 

(A,B): COMMD2 silencing validation. HeLa UNC5B cells were transfected with scramble 

(siCTRL) or COMMD2 (siCOMMD2-1 and -2) siRNAs. 24 hours later, expression of 

COMMD2 was evaluated by quantitative RT-PCR (A) and western blot (B). For RT-PCR, 

TATA binding protein (TBP) and β-glucuronidase (GUSB) genes were used as 

housekeeping genes. For western blot analysis, β-actin was used as housekeeping 

protein. 

(C): Validation of COMMD2 silencing in HCT116 cells. Stable HCT116 cells inducible for 

UNC5B (HCT116 UNC5B) were transfected with scramble (siCTRL) or COMMD2 

(siCOMMD2-1) siRNAs and COMMD2 mRNA was measured by quantitative RT-PCR 24 

hours after transfection. 
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(D): COMMD2 is required for UNC5B-induced apoptosis in HCT116 cells. HCT116 

UNC5B cells were transfected as in (C) and DNA fragmentation was measured by flow 

cytometry 24 hours later. n=1 

(E): COMMD1 do not rescue apoptosis induced by UNC5B. HeLa UNC5B cells were 

transfected with scramble (siCTRL) or COMMD1 (siCOMMD1-2) siRNAs. 24 hours after 

transfection cell death was determined by evaluating propidium iodide (PI) positive cells 

in real-time up to 26 hours, using Incucyte Zoom instrument. 

(F): Validation of COMMD1 silencing in HeLa cells. HeLa UNC5B cells were transfected 

as in (E) and COMMD1 transcripts were quantified by quantitative PCR. TBP and GUSB 

genes were used as housekeeping genes. 

(G): Validation of COMMD2 and UNC5B knock-out in H322 cells. Stable H322 cells, 

knock-down for luciferase (sgCTRL, used as a non-targeting control), UNC5B (sgUNC5B-

A and -B) or COMMD2 (sgCOMMD2-A and -B), were generated with CRISPR-Cas-9-

KRAB strategy. Protein levels of UNC5B and COMMD2 were assessed by western blot. 

β-actin was used as housekeeping protein. 

(H): Validation of COMMD2 and UNC5B deletion in H322 cells engrafted in nude mice. 

Tumors obtained from nude mice engrafted with H322 cells non-transduced (Wild type) 

control (sgLuc) or knock-out for UNC5B (sgUNC5B) or COMMD2 (sgCOMMD2) were 

lysed and COMMD2 and UNC5B gene expression was evaluated by quantitative RT-

PCR. n=3 for each stable cell line. TBP was used as housekeeping gene. 

Data are representative of at least three replicates as mean ± SEM. *p < 0.05; **p < 0.01; 

***p < 0.001; Dox, doxycycline; PI, propidium iodide. 
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Figure S4.  UNC5B-induced cell death requires the formation of a COMMD2-

regulated ubiquitin-ligase complex. Related to Figure 3. 

(A): Validation of Cullin-3 and RBX1 silencing. HeLa UNC5B cells were transfected with 

scramble (siCTRL), RBX1 (siRBX1-1 and -2) or Cullin-3 (siCUL3-1 and -2) siRNAs. 24 

hours after transfection, total RNA was extracted and RBX1 and Cullin-3 (CUL3) gene 

expression was assessed by quantitative RT-PCR. Relative gene expression was 

normalized to siCTRL condition, using TATA binding protein (TBP) and β-glucuronidase 

(GUSB) genes as housekeeping genes. n = 1. 

(B): Cullin-2 is not involved in UNC5B-mediated cell death. HeLa UNC5B cells were 

transfected with scramble (siCTRL) or Cullin-2 (siCUL2-1) siRNAs. 24 hours later, cells 

were treated with doxycycline and cell death was assessed by measuring propidium iodide 

(PI) positive cells in real-time up to 42 hours, using Incucyte Zoom instrument. 

(C): Validation of Cullin-2 silencing. HeLa UNC5B cells were transfected as in (B) and 

Cullin-2 (CUL2) gene expression was measured by quantitative RT-PCR as in (A). 

(D): NEDD8 inhibition protects cells from UNC5B-induced caspase-3 activation. HeLa 

UNC5B cells were treated with the indicated concentrations of doxycycline and the 

NEDD8 inhibitor pevonedistat. 18 hours after treatment, caspase-3 activity was evaluated 

by fluorometric kit. 

(E): Validation of UBE2H and UBE2L6 silencing. HeLa UNC5B cells were transfected with 

scramble (siCTRL), UBE2H (siUBE2H-1 and -2) or UBE2L6 (siUBE2L6-1 and -2) siRNAs. 

24 hours after transfection, total RNA was extracted and UBE2H and UBE2L6 gene 

expression was assessed by quantitative RT-PCR, as described in (A). 
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Data are representative of at least three replicates as mean ± SEM, except quantitative 

RT-PCR showed in (A). *p < 0.05; **p < 0.01; Dox, doxycycline; PI, propidium iodide; 

CUL3, Cullin-3; CUL2, Cullin-2; AUF, arbitrary unit of fluorescence. 

 

Figure S5.  UNC5B-mediated Mcl-1 degradation induces MOMP and caspase-9 

activation. Related to Figure 4. 

(A,B): Validation of caspase-9 and -8 silencing. HeLa UNC5B cells were transfected with 

scramble (siCTRL), caspase-9 (siCASP9-1 and -2) or caspase-8 (siCASP8-1 and -2) 

siRNAs. 24 hours after transfection, total RNA was extracted and caspase-8 (A) and -9 

(B): gene expression was assessed by quantitative RT-PCR. Relative gene expression 

was normalized to siCTRL condition, using TATA binding protein (TBP) and β-

glucuronidase (GUSB) genes as housekeeping genes. 

(C): Caspase-8 is not required for UNC5B-induced cell death. HeLa UNC5B cells were 

transfected with scramble (siCTRL) or caspase-8 (siCASP8-2) siRNAs. 24 hours after 

transfection, cells were treated with doxycycline and cell death was assessed by 

measuring propidium iodide (PI) positive cells in real-time up to 48 hours, using Incucyte 

Zoom instrument. 

(D): Validation of BAX and BAK1 silencing. HeLa UNC5B cells were transfected using 

scramble (siCTRL), BAX (siBAX-1 and -2) or BAK1 (siBAK1-1 and -2) siRNAs. 

Quantitative RT-PCR was performed as in (A). 

Data are representative of at least three replicates as mean ± SEM. *p < 0.05; ***p < 0.001 
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Methods: 

Cell Lines, Transfection Procedures, Reagents  

Human colon HCT116 and cervix HeLa cancer cell lines were cultured in DMEM 

medium (Life Technologies) containing 10% fetal bovine serum. HEK 293T cells were 

cultured in DMEM medium (Life Technologies) containing 10% fetal bovine serum, non-

essential amino acids (MEM NEAA, Life Technologies) and 50 µg/ml Geneticin (Life 

Technologies). Human lung H322 cells were cultured in RPMI 1640 + Glutamax medium 

(Life Technologies) containing 10% fetal bovine serum. For RNA interference 

experiments, cell lines were transfected using lipofectamine RNAiMAX reagent (Life 

Technologies). For plasmid transfection, HCT116 cell line was transfected using 

lipofectamine Plus reagent (Life Technologies); HeLa cell line was transfected using jet 

prime (PolyPlus-Transfection). All transfections were performed according to the 

manufacturer's protocol. BH3 mimetics ABT-199 and WEHI-539 were purchased from 

Selleckchem. NEDD8 inhibitor pevonedistat was purchased from Selleckchem. 

Proteasome inhibitors MG132 and Bortezomib were purchased from Sigma-Aldrich. 

Caspase inhibitor QVD was purchased from Adooq Bioscience. 

Generation of stable cell lines  

For the generation of inducible stable cell lines, HIS-tagged rat UNC5B coding 

sequence was cloned at SfiI sites in the pSBtet-GH plasmid, a sleeping beauty-based 

vector allowing the doxycycline inducible expression of UNC5B, as well as the constitutive 

expression of rtTA protein, hygromycin resistance gene and green fluorescent protein 

(GFP), expressed under the control of the synthetic RPBSA promoter. HCT116, HeLa, 

Sk-MEL-5 and T47D cell lines were co-transfected with UNC5B-pSBtet-GH and a 
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sleeping beauty transposase expression vector (SB100X). Sleeping beauty transposase 

expression vector was a generous gift of Prof. Rolf Marschalek (Goethe-University of 

Frankfurt, Germany). pSBtet-GH was a gift from Eric Kowarz (Addgene plasmid # 60498; 

http://n2t.net/addgene:60498; RRID:Addgene_60498). Stable cell clones were selected 

for 7 days in hygromycin-containing medium. Then UNC5B stable cell lines were sorted 

by flow cytometry to selected GFP positive cells. All the stable inducible cell lines were 

further tested for UNC5B expression in response to doxycycline.  

Stable cell line constitutively expressing netrin-1 were generated by lentiviral 

infection, using self-inactivating HIV-1-derived vector (pWPXLd), encoding netrin-1 under 

the control of Human Elongation Factor-1 alpha (EF-1 Alpha) promoter. For the generation 

of HCT116 stable cell line inducible for UNC5B used for the screening, a pCW57.1 vector 

was used, and stable cell line was generated by lentiviral infection. This lentiviral vector 

allows the doxycycline inducible expression of UNC5B and the constitutive expression of 

rtTA protein and hygromycin resistance gene. pWPXLd vectors was a generous gift of 

Carine Maisse (INRA UMR754, Lyon, France). pCW57.1 was a gift from David Root 

(Addgene plasmid # 41393 ; http://n2t.net/addgene:41393 ; RRID:Addgene_41393). 

For the generation of stable H322 cell lines knocked-out for UNC5B or COMMD2, 

different small guide RNAs (sgRNA) were designed using the sgRNA designer tool 

(CRISPRko), available at http://portals.broadinstitute.org/gpp/public/analysis-tools/sgrna-

design site. sgRNAs were designed close to UNC5B or COMMD2 promoters. BsmBI linker 

were added to sgRNAs and the oligonucleotides were then annealed by incubation for 

3min at 90°C and 15min at 37°C and inserted in BsmBI-digested pLV hU6-sgRNA hUbC-

dCas9-KRAB-T2a-Puro vector (Thakore et al., 2015), allowing expression of defective 

http://portals.broadinstitute.org/gpp/public/analysis-tools/sgrna-design
http://portals.broadinstitute.org/gpp/public/analysis-tools/sgrna-design
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Cas9 enzyme (dCas9) fused to the Krüppel-associated box (KRAB) transcriptional 

repressor (dCas9-KRAB). pLV hU6-sgRNA hUbC-dCas9-KRAB-T2a-Puro was a gift from 

Charles Gersbach (Addgene, plasmid #71236; http://n2t.net/addgene:71236; 

RRID:Addgene_71236). 

Quantitative RT-PCR 

Total RNAs were extracted using NucleoSpin® RNA Plus Kit (Macherey Nagel, 

Düren, Germany) according to manufacturer’s protocol. RT-PCR reactions were 

performed with PrimeScript RT Reagent Kit (Takara Bio Europe, Saint-Germain-en-Laye, 

France). 500 ng total RNA was reverse-transcribed using the following program: 37°C for 

15min and 85°C for 5sec. For expression studies, the target transcripts were amplified in 

LightCycler®2.0 apparatus (Roche Applied Science, Indianapolis, IN, USA), using the 

Premix Ex Taq probe qPCR Kit (Takara Bio Europe), according to manufacturer 

instructions. Expression of target genes was normalized to TATA binding protein (TBP) 

and beta-glucuronidase (GUSB) genes, used as housekeeping genes. The amount of 

target transcripts, normalized to the housekeeping gene, was calculated using the 

comparative CT method. A validation experiment was performed, in order to demonstrate 

that efficiencies of target and housekeeping genes were approximately equal. Sequences 

of the primers are available upon request. 

Western Blotting Analysis 

For immunoblotting analysis, cells were lysed by sonication in SDS buffer (10mM 

Tris-HCl pH 7.4, 10% glycerol, 5% SDS, 1% TX-100, 100 mM DTT) in the presence of 

protease inhibitor cocktail (Roche Applied Science). Protein extracts (20-50 µg per lane) 

were loaded onto 4-15% SDS-polyacrylamide gels (Biorad, Hercules, CA, USA) and 
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blotted onto nitrocellulose sheets using Trans-Blot Turbo Transfer System (Biorad). 

Nitrocellulose sheets were blocked with 10% non-fat dried milk in PBS/0.1% Tween 20 

(PBS-T) for 1 hour and then incubated over-night at 4°C with the following antibody: rabbit 

monoclonal antibody α-UNC5B (1:1000, clone D9M7Z, # 13851, Cell Signaling); mouse 

monoclonal antibody α-β-actin, HRP-conjugated (1:10000, clone BA3R, #MA5-15739-

HRP, Life Technologies); rabbit monoclonal antibody α-Mcl-1 (1:1000, clone D5V5L, 

#39224, Cell Signaling); rabbit monoclonal antibody α-Bcl-XL (1:1000, clone 54H6, # 

2764, Cell Signaling); rabbit polyclonal antibody α-Bcl-2 (1:1000, clone 21, # 783, Santa 

Cruz); rabbit polyclonal antibody α-COMMD2 (1:1000, HPA044190, Sigma-Aldrich). After 

three washes with PBS-T, membranes were incubated with the appropriate HRP-

conjugated secondary antibody (1:10000, Jackson ImmunoResearch, Suffolk, UK) for 1h. 

Detection was performed using West Dura Chemiluminescence System (Life 

Technologies). Membranes were imaged on the ChemiDoc Touch Imaging System 

(Biorad). 

Cell Death Assays 

For propidium iodide (PI) staining, stable inducible cell lines were seeded in 48-

well-plates at density of 25*103 cells/well. The following day, cells were treated with 

doxycycline and 0.33 mg/ml PI in serum-free (HCT116) or 10% serum medium (HeLa) 

and the plates were transferred into Incucyte Zoom instrument (Essen Bioscience). 

Images of living cells and PI-stained dead cells were taken every two or three hours and 

PI-stained cell numbers were calculated. 

For DNA fragmentation analysis (SubG1), HCT116 and HeLa cell lines were plated 

onto 6-well-plates at a density of 2*105 cells per well. The following day, cells were 
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transfected with siRNA, ad described above, and incubated in serum-free medium for 24 

hours. 24 hours later, transfected cells were treated with doxycycline in 10% serum 

medium and further incubated for 18 hours. Then cells were collected, fixed in 70% 

ethanol and incubated at -20°C for at least one night. Further, cells were washed twice 

with PBS and incubated for 15 min at room temperature in PBS containing 2 mg/ml RNase 

A and 40 mg/ml PI. DNA content was evaluated by fluorescence activated cell sorting 

(FACS) analysis on a FACScalibur or FacsCantoII (BD Bioscience). 

Caspase-3 and -9 activity assays were performed as described previously 

(Paradisi et al., 2013; Paradisi et al., 2009). Briefly, HCT116 and HeLa cells were seeded 

and treated as for DNA fragmentation assay. Cells were then collected and caspase-

3/caspase 9 activity assays were performed using the Caspase-3/Caspase-9 Fluorometric 

Assay Kit (BioVision, Milpitas, CA, USA), according to the manufacturer’s instructions. 

Caspase activity (activity / min / mg of protein) was calculated from a 1h kinetic cycle 

reading on a spectrofluorometer (405nm / 510nm, Infinite F500, Tecan, Männedorf, 

Switzerland). 

Mitochondrial potential assay 

HCT116 and HeLa cells were seeded and treated as for DNA fragmentation assay. 

Cells were then collected and washed with PBS. 1x106 cells for each sample were 

suspended in 1 mL PBS containing JC-1 dye (2.5 µg/mL, Chemometec). After incubation 

at 37 °C for 15 minutes, stained cells were centrifuged at 800 x g for 5 min at room 

temperature and supernatant was removed completely without disturbing the cell pellet. 

Afterwards, cell pellet was resuspended in 1 ml PBS for washing, then centrifuged at 800 

x g for 5 min at room temperature and supernatant was removed again. Washing step 
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was repeated twice. Later, cell pellet was resuspended by pipetting in 250 µl PBS buffer 

containing 1 µg/ml DAPI. The final stained cells were analyzed by using NucleoCounter 

NC-3000 (Chemometec). 

Conditional medium production 

HCT116 stable cells constitutively expressing netrin-1 were plated in 100mm-

dishes (3*106 cells/dish). 24h later, cell media was collected and centrifuged at 1200 x g 

for 5 minutes and supernatant was recovered as netrin-1 conditional medium. 

CRISPR-Cas9 Screening 

Gecko library 

Human GeCKOv2 CRISPR knockout pooled library (targeting 19.050 genes and 

divided two half-libraries, each containing 3 sgRNAs against each gene) was a gift from 

Feng Zhang (Addgene #1000000048, #1000000049).  

DNA amplification of the library 

Each lentiviral library (A and B) was amplified and prepared separately following 

the same protocol. 2 μL of 50 ng/μL of each GeCKO library were electroporated in Endura 

electrocompetent cells (Lucigen). Electroporation in competent cells was made 4 times 

for each library. Cells were recovered in recovery media and placed in shaking incubator 

for 1 hour at 37°C. For each library, electroporated cells were plated on two pre-warmed 

600 cm2 LB agar plates with ampicillin and were grown for 16 hours at 37°C. In parallel, a 

30.000-fold dilution of the full transformation was plated to estimate transformation 

efficiency and ensure that full library representation is preserved. The total number of 

colonies was at least 3.106 corresponding approximatively to 50 colonies per construct in 

each GeCKO library. Colonies were harvested by adding 10 mL of LB medium onto each 
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plate and scrapped with a cell spreader. Liquid plus scrapped colonies were collected into 

a tube and the procedure was repeated a second time on the same plate with additional 

10 mL of media. Appropriated number of MaxiPrep (NucleoBond Xtra, Macherey Nagel) 

were performed and the concentration of each library was determined by UV-VIS 

spectroscopy (NanoDrop 2000, Thermo Fischer Scientific). Plasmid libraries A and B were 

pooled in equimolar proportions for lentivirus production. 

Lentivirus production and titration 

HEK 293T cells were seeded at 5.106 cells per 150mm-dish one day prior to 

transfection. Cells were transfected using Xtreme gene reagent (Roche) with three 

expression vectors, respectively, 10 μg of phCMV-VSV-g, 15 μg phCMV-Gag-Pol- HIV, 

20 μg GeCKO plasmid library. Six hours after transfection, medium was replaced. Two 

viral harvests were collected at 40 hours and 60 hours after transfection. The two harvests 

were pooled, centrifuged and filtered through a 0.45 μm filter. Aliquots from the cleared 

supernatant were stocked at -80°C. Lentivirus production was titrated by infecting HCT116 

cells in 12-well plates with several different volumes of lentivirus. The day after infection, 

each well was split into two wells: one receiving puromycin at 0.8 µg/mL, the other one no 

puromycin. 72h after selection, cells were counted to calculate the percent of transduction 

and determine the viral titer. 

Cell library generation 

The day before transduction, HCT116 cells were plated in eight 12-well plates at a 

concentration of 105 cells per well. Cells were then transduced with a volume of GeCKO 

lentivirus library determined earlier for achieving an MOI between 0.3 and 0.5. HCT116 

cells were transduced by spininfection during 1h30 at 37°C in complete DMEM medium 
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supplemented with 8 μg polybrene. The following day, cells were trypsinized, seeded into 

eight 150mm-dishes and treated with puromycin at 0.8 μg/mL. As a control of selection, 

non-transduced cells were plated and treated with puromycin at 0.8 μg/mL. 

UNC5B challenge in library-transduced cells 

After puromycin selection, a part of the cell library was lysed for genomic extraction 

and sequencing. Two conditions of 24.106 cells each were plated in 0% serum DMEM, 

and treated or not with 2 µg/ml of doxycycline. In parallel, a control condition of stable 

HCT116 cell line, inducible for UNC5B and not transduced with CRISPR library, was 

induced with the same doxycycline concentration. When all cells were dead in the control 

condition, surviving cells of the two conditions of the library were amplified for three days 

and then lysed for genomic extraction and sequencing. 

 
Genomic extraction and DNA amplification 

Genomic DNA (gDNA) was extracted from the cell library before UNC5B induction 

and from surviving cells after UNC5B induction using NucleoSpin Tissue Kit (Macherey-

Nagel). The amplification of pooled sgRNA isolated from cell samples was carried out 

using Clone Amp HiFi enzyme (Takara Bio Europe). Primers were designed in order to 

amplify a 150b bp region surrounding sgRNA sequences and add a barcode sequence, 

specific for each sample, and an adapter needed to immobilize PCR product in the NGS 

flow cells. Three separate PCRs with 250 ng of gDNA each were realized for each sample. 

PCR products were purified with PCR Clean-up/Gel extraction kit (Macherey Nagel) then 

run on agarose gel following by a new purification step with the same kit. A last step of 

purification (AMPure, Beckman Coulter) was done prior sequencing. 

Next Generation Sequencing and analysis 
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Next Generation Sequencing (NGS) was performed by the Sequencing platform at 

IGFL (Lyon) using Ion PI HiQ Chef Kit and Ion PI HiQ chip v3 (100pb-80M reads) on Ion 

Torrent platform (Thermo Fischer Scientific). The amplified samples were pooled together 

on the sequencing chip for the run and differentiated with barcode identification. Raw data 

from sequencing were processed to eliminate incorrect sequences and trim sequences 

flanking the sequence of the sgRNA. The trimmed sequences were blasted against the 

GeCKO library database with determined parameters (95% identity on 90 % of the length) 

and only the first hit was kept. Finally, a list was obtained with the number of reads for 

each sgRNA for each experimental condition. For a given condition, the number of reads 

of each sgRNA was normalized by the total number of reads in this condition. Reads were 

then normalized by subtracting the number of reads in UNC5B-induced condition to the 

control condition. Finally, sgRNA sequences with more than 100 normalized reads were 

selected, and then genes with more than 3 sgRNA sequences were selected and 

confirmed. 

In vivo Xenograft Model 

Five-week-old (20-22 g body weight) female nude mice were obtained from Janvier animal 

facility. The mice were housed in sterilized filter-topped cages and maintained in a 

pathogen-free animal facility. Stable H322 sgUNC5B, sgCOMMD2 or sgCTRL cell lines 

were implanted by subcutaneous injection of 5*106 cells in 100 µL of growth factors 

reduced matrigel (Corning) diluted in 100 µL of PBS into the right flank of the mice. Tumors 

were measured with a caliper and volume were calculated by the formula V = 0.5 (lengh 

× width²). Randomization into groups was established when tumors reached 50 ± 10 mm3. 

Netrin-1 antibody (NP137) or an isotypic control (NP001) were injected intraperitoneally 
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into mice three time a week at 10 mg/kg. Tumor volume was monitored at the day 

indicated, allowing to calculate the percent of tumor growth inhibition (%TGI) calculated 

by the formula TGI (%) = (1 − T/C) × 100, where T indicates the mean tumor volume of 

test group (treated with netrin-1 antibody), and C indicates the mean volume of the isotype 

control-treated group. Protocol was stopped after the first tumor reached 500 mm3, mice 

were sacrificed and the efficiency of treatments on cell death induction was assessed by 

cleaved caspase-3 immunostaining in tumors extracted. 

IHC analysis of xenografted cell lines and quantification 

IHC analysis of xenografted cell lines and quantification IHC staining was performed on 

an automated Immunostainer (Ventana Discovery XT) using a DABmap kit and REDmap 

kit according to the manufacturer's instructions. Tissue samples were fixed in 10% 

buffered formalin and embedded in paraffin. After antigen unmasking [EDTA buffer (pH 

8.4), 98°C for 35 minutes], apoptotic cell staining was performed using a rabbit cleaved 

caspase-3 antibody (clone 5A1E, 9664L, Cell Signaling Technology). The slides were 

scanned by an Axio-Scan Zeiss microscope. Image quantification was conducted using 

the software ImageJ. 

Statistical analysis 

The data reported are the mean ± S.E.M. of at least three independent 

determinations, each performed in triplicate. Statistical analysis was performed by the 

student t test. 
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Figure 20 : Schéma hypothétique de la mort induite par UNC5B 

 

Discussion et perspectives 

Les résultats obtenus au cours de ma thèse ont permis de préciser les mécanismes conduisant à la mort induite par UNC5B, et ainsi d’établir un schéma hypothétique de cette 

voie (Figure 20). En absence de nétrine-1, UNC5B provoque l’activation de COMMD2, par 

des mécanismes encore inconnus. Une fois activé, COMMD2 interagit avec le complexe CRL3 

qui ubiquitine alors Mcl-1 et provoque sa dégradation par le protéasome. Cela aura pour 

conséquence de déséquilibrer la balance pro-apoptotique, menant à la perméabilisation 

mitochondriale et aux activations successives de la caspase 9 et de la caspase 3 et finalement à l’apoptose de la cellule. 

 

 

 Ces résultats mécanistiques amènent un regard nouveau sur l’apoptose induite par 
UNC5B, mais aussi sur les stratégies thérapeutiques utilisant cette voie de mort. En effet, 
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l’implication de Mcl-1 se révèle très intéressante car c’est une protéine clé de la voie de mort 

intrinsèque, déjà reconnue comme une cible thérapeutique de premier choix. Cela nous permet donc de discuter des applications possibles de cette découverte utilisant l’anticorps 
anti-netrine-1 développé dans notre laboratoire. 

Dans cette discussion, nous reviendrons d’abord sur les problèmes rencontrés au 

cours de cette étude, ainsi que les limites de ces travaux. Nous aborderons ensuite un peu 

plus en détails les hypothèses et les interrogations que ces résultats amènent d’un point de 
vue mécanistique. Pour finir, nous placerons ces résultats dans une perspective 

thérapeutique, et discuterons des enjeux impliqués. 

1. Difficultés et limites de l’étude 

Le choix de réaliser un screening au début de ce projet de thèse, plutôt que de repartir 

des travaux mécanistiques déjà effectués auparavant, est un choix assumé. En effet, les 

dernières études portant sur les voies de signalisation médiées par UNC5B remontaient à 

2010. L’ambition du projet était d’amener un œil neuf sur ces voies, en repartant sur de 

nouvelles bases. De plus, à la différence des travaux de 2010, nous avions la possibilité d’utiliser des lignées stables inductibles pour UNC5B, nous affranchissant des différents 
problèmes liés aux transfections transitoires, et nous permettant de réaliser un criblage 

CRISPR-Cas9. 

Toutefois, cette approche a présenté plusieurs écueils. Tout d’abord, la mise en place d’un modèle cellulaire présentant une mort suffisamment importante pour être utilisé dans 
le screening s’est révélé plus longue que prévu. Plusieurs modèles sélectionnés se sont avérés résistants à l’induction du récepteur, et pour ceux répondant à la surexpression de UNC5B, seul une partie de la population cellulaire s’est révélée sensible. Cela représentait donc un problème majeur dans l’établissement d’un screening, car les cellules résistantes risquaient d’avoir un impact trop important sur le bruit de fond du aux « faux positifs » du screening. Nous avons donc dû trouver les conditions d’induction adéquates pour optimiser la mort 
induite par UNC5B, en nous plaçant notamment dans des conditions dépourvues de sérum. Nous avons en effet observé qu’en plaçant les cellules dans de telles conditions de stress, 

celles-ci étaient plus sensibles à l’induction d’UNC5B. Cette observation s’explique en grande 
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partie par les résultats obtenus par la suite (discuté plus loin en partie 2. Considérations 

mécanistiques). Ensuite, les résultats du screening n’ont pas apporté de cibles « évidentes » 

impliquées dans des voies de morts déjà reconnues. Effectivement, nous aurions pu nous 

attendre à retrouver des partenaires clés en aval des voies pro-apoptotiques, telles que les 

caspases 8 ou 9, ou encore les protéines pro-apoptotiques BAX ou BAK. Cette absence de cibles connues s’explique par plusieurs inconvénients inhérents à ce type de screening. Tout d’abord, les séquences de sgARN constituant la librairie ont été mis au point in silico, sans validation individuelle des séquences, trop fastidieuse à l’échelle génomique. Il existe donc 

une probabilité que les séquences utilisées ne soient pas efficaces. Pour circonvenir à cette 

possibilité, 6 séquences guides par gène ont été utilisées pour le screening. De plus, même si 

la séquence est efficace, il existe une probabilité pour que la protéine ne soit pas invalidée 

par le système de réparation non homologue. La banque cellulaire est réalisée de façon à 

limiter cette probabilité en infectant suffisamment de cellules mais cette possibilité existe. 

Ensuite, si le gène ciblé est essentiel à la survie, ou même à la prolifération de la cellule, celui-ci ne sera pas représenté dans le screening. Par ailleurs, les cellules peuvent s’adapter à la 
perte constitutive du gène, pour continuer à assurer les fonctions cellulaires normalement 

assurées par la protéine ciblée. Enfin, dans certain cas, des mécanismes de redondance génétique peuvent maintenir la fonction cellulaire malgré l’invalidation du gène. Tous ces 

facteurs, combinés au bruit de fond positif diminuent la puissance du screening, et rendent plus difficile l’identification de partenaires potentiels. De plus, nous avons décidé d’imposer 
un filtre de 3 guides représentés dans le séquençage pour considérer une cible comme 

positive. Des gènes impliqués dans notre voie de mort, tels que BAX ou la caspase 9 étaient 

représentés dans le séquençage, mais sous cette valeur seuil. 

Les résultats du screening ont donc donné lieu à une phase exploratoire portant sur 

des cibles peu connues. Nous nous sommes notamment intéressés à COMMD2, dont l’invalidation permet une réversion impressionnante de la mort induite par UNC5B, mais qui est une protéine qui n’est pratiquement pas décrite dans la littérature. En effet, aucune étude 

ne traite directement de COMMD2, et les informations dont nous disposions sur cette protéine provenait de l’étude des autres membres de la famille COMMD. Le membre le plus 
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décrit de la famille, COMMD1, apparait en revanche dans 159 papiers après recherche sur 

PubMed.  Par analogie, nous avons donc exploré les différentes fonctions connues de 

COMMD1 pour déterminer si certaines d’entre elles étaient communes avec COMMD2. Nous 

avons donc expérimenté plusieurs pistes portant par exemple sur la régulation de NF-κB ou 

le stress oxydatif avant d’identifier l’implication du complexe Cullin3-RBX1 décrit pour 

interagir avec COMMD2 (Mao et al., 2011). Les résultats du screening nous ont aussi servi a 

posteriori, car nous y avons retrouvé la culline 3 et RBX1, et nous avons identifié UBE2L6, la 

ligase E2 impliquée dans le processus.  

Cette phase exploratoire a entrainé des hypothèses erronées. Nous avons par exemple fait l’hypothèse d’une mort cellulaire dépendante de la caspase 9, mais n’activant pas les 
mitochondries. Nous avons formulé cette hypothèse en connaissance des travaux de Jin et al, 

qui ont démontré la poly-ubiquitination de la caspase-8 par le complexe CRL3, provoquant son agrégation et son activation, et menant à l’apoptose (Jin et al., 2009). Une autre étude 

plus récente, dans notre laboratoire, portant sur le récepteur à dépendance Patched (voir Introduction, Chapitre 2.1.a.ii), montre l’activation de la caspase-9 par une autre ubiquitine 

ligase, NEDD4 (Fombonne et al., 2012). Nous avons observé que la mort induite par UNC5B impliquait le complexe CRL3 et l’activation de la caspase-9, nous avons donc émit l’hypothèse d’une activation de la caspase 9 par poly-ubiquitination. Cependant, nous n’avons pas été en mesure de démontrer l’ubiquitination de la caspase-9 par immunoprécipitation. Par ailleurs, 

nous observions la perméabilisation des mitochondries, ainsi qu’une réversion de la mort 

cellulaire en utilisant des inhibiteurs du protéasome. Par conséquent, nous avons donc revu 

notre hypothèse. 

Ces difficultés rencontrées ont été coûteuses en temps, ce qui nous a retardé pour développer certains points importants dans l’objectif d’une publication. Tout d’abord, il va 
être nécessaire de caractériser plus en détail l’ubiquitination de Mcl-1 par 

immunoprécipitation, et montrer son interaction avec le complexe CRL3. Nous chercherons à démontrer que cette ubiquitination et cette interaction est spécifique de l’induction de UNC5B, et qu’elle peut être inhibé par l’ajout de nétrine-1, ou par l’invalidation des différents 
membres de la voie de signalisation en amont cette ubiquitination. Ensuite, nous projetons 

aussi de valider nos données sur d’autres modèles cellulaires sensibles à l’induction de 
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UNC5B, tels que les T47D, une lignée cellulaire de cancer du sein. Il serait aussi intéressant 

de caractériser les modèles cellulaires résistants à UNC5B, au regard de nos résultats, et 

notamment pour les membres de la famille Bcl-2. Des niveaux élevés des autres membres 

anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 pourrait expliquer cette résistance. Nous pourrions par 

exemple, réaliser la méthode du BH3 profiling sur ces lignées, comme cela a déjà été décrit 

précédemment (Fraser et al., 2019).  

 Par ailleurs, d’autres résultats du screening, que nous avons validé 

expérimentalement, méritent notre intérêt dans le futur car ils pourraient être impliqués 

dans les mécanismes mis à jour lors de ce projet. 

2. Considérations mécanistiques L’approche du screening s’est révélée efficace pour mettre en lumière un mécanisme 
original par lequel UNC5B pourrait déclencher la mort cellulaire. Toutefois, nous sommes encore loin d’en avoir élucidé tous les acteurs et subtilités, et de nombreuses questions se 

posent, parmi lesquelles les suivantes : 

• La phosphorylation de Mcl-1 est-elle nécessaire à sa dégradation par UNC5B ? Comme nous l’avons évoqué en chapitre 1-3-f-iv, la phosphorylation de Mcl-1 peut 

jouer un rôle essentiel dans sa reconnaissance par le système des ubiquitines ligases. L’implication successive des kinases JNK et GSK3 a été mise en évidence dans ce processus par plusieurs études. JNK phosphoryle d’abord Mcl-1 au niveau de Thr63, et cette étape est essentielle pour l’interaction de Mcl-1 avec GSK3 (Morel et al., 2009). Cette deuxième kinase 

phosphoryle ainsi Mcl-1 au niveau de Ser155 et/ou Ser159, menant ensuite la protéine à sa 

dégradation par le protéasome (Inuzuka et al., 2011; Maurer et al., 2006 ). En effet, des 

mutations au niveau de ces résidus sérines et thréonines stabilisent Mcl-1 suite à l’induction 
de différents stimuli pro-apoptotiques, et réduisent son ubiquitination (Ding et al., 2007). D’autre kinases telle que CDK1 ont aussi été identifiées pour la phosphorylation de Mcl-1 au niveau d’autres résidus, permettant au contraire la stabilisation de Mcl-1 et renforçant son 

interaction avec les membres pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 (Kobayashi et al., 2007). 
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Bien que plusieurs ubiquitines ligases tel que SCFꞵ-TrCP ou SCFFbw7 aient déjà été 

identifiées comme dépendantes de ces phosphorylations, il est possible que la dégradation 

de Mcl-1 par le complexe CRL3 nécessite aussi une ou des phosphorylations préalables. Cette 

hypothèse pourra être vérifiée en utilisant un mutant de Mcl-1 pour les résidus thréonine et 

sérine, en invalidant les différentes kinases déjà décrites pour Mcl-1 par interférence ARN ou 

CRISPR- Krab, ou encore en utilisant des inhibiteurs chimiques de kinase. A l’inverse, il est possible que d’autres phosphorylations permettent aux cellules tumorales d’échapper à la 
dégradation de Mcl-1 par UNC5B la stabilisant. Ces phosphorylations pourraient être un élément d’explication quant aux résistances de certains modèles cellulaires à l’induction de 
UNC5B 

• La DAPK peut-elle phosphoryler Mcl-1 ? 

 Outre l’implication des kinases déjà décrites pour la phosphorylation de Mcl-1, d’autres kinases peuvent intervenir dans la voie de mort induite par UNC5B. De précédentes études ont démontré l’implication de la DAPK dans cette voie de mort, grâce à son interaction 

avec UNC5B. Cette protéine est une kinase intracellulaire à activité sérine-thréonine kinase 

impliquée dans divers signaux apoptotiques. En absence de nétrine-1, la DAPK est activée 

par la phosphatase PP2A qui catalyse sa déphosphorylation (Guenebeaud et al., 2010; Llambi 

et al., 2005). La DAPK induit ensuite la mort médiée par UNC5B, par des mécanismes jusqu’alors inconnus. Lors de ces travaux, nous avons échoué à démontrer l’interaction 
directe entre UNC5B et le complexe CRL3. Cela peut être expliqué par l’intervention de la 
DAPK directement sur Mcl-1, entraînant sa phosphorylation en amont de l’ubiquitination 
(figure 21). Toutefois, il n’existe pour le moment aucune preuve dans la littérature d’interaction 
entre la DAPK et Mcl-1. Malgré tout, nous pourrions simplement infirmer ou non cette hypothèse en démontrant l’interaction entre le fragment UNC5B-DAPK et Mcl-1. Nous 

pourrions aussi invalider la DAPK, ou exprimer une DAPK mutée pour son activité kinase et 

observer l’effet de cette mutation sur l’induction de la mort et la dégradation de Mcl-1 médiée 

par UNC5B. 
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Figure 21 : Schéma hypothétique alternatif de la mort induite par UNC5B 

• Quels sont les sites d’ubiquitination impliqués ? 

Aux questions portant sur les sites de phosphorylation s’ajoute la question des sites d’ubiquitination impliqués, qui varient dans la littérature suivant l’ubiquitine ligase 
catalysant la réaction. Sur les 13 sites lysines possibles, cinq sites d’ubiquitinations sont 

retrouvés sur la protéine (K5, K40, K136, K194 et K197), identifiés lors des travaux de Zhong 

et al (Zhong et al, 2005) concernant l’ubiquitination de Mcl-1 par Mule. L’approche utilisée pour cette étude a été d’effectuer une mutation spécifique pour chaque site d’ubiquitination 
possible. De plus, les cellules utilisées expriment une ubiquitine méthylée, permettant d’empêcher la poly-ubiquitination des chaînes, et ainsi de pouvoir mieux analyser les 

résultats par western blot. Parmi les 5 sites identifiés, Mule ne semble toutefois pas avoir de 

spécificité particulière. Pour identifier les sites impliqués dans l’ubiquitination de Mcl-1 par le CRL3, nous 

pourrions utiliser la même approche, en testant les 5 sites déjà identifiés pour Mule et en 

incluant aussi les autres résidus lysines présents sur Mcl-1. 
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• Quel est le rôle de COMMD2 dans l’activation du complexe CRL3 ? 

La famille des CRL E3 ligases est principalement régulée par un cycle de neddylation, 

permettant leur activation et inactivation (Duda et al., 2011). Les CRL E3 ligase sont activées par liaison covalente d’une protéine NEDD8 (Enchev et al., 2015). Par la suite NEDD8 peut être dissocié du complexe par l’action du COP9 (constitutive photomorphogenesis 9) signalosome, ce qui permet à la protéine CAND1 d’interagir avec le complexe non neddylé et d’inhiber son activité (Duda et al., 2011). Dans une étude de 2011, Mao et al démontrent que 

les membres de la famille COMMD interagissent avec plusieurs cullines, avec des spécificités 

différentes pour chacun de ses membres (Mao et al., 2011). Par ailleurs, les auteurs montrent que COMMD1, en s’associant avec la culline 2, est capable d’inhiber la liaison de CAND1, et 

par conséquent active le complexe CRL2. Cette publication montre aussi que la protéine COMMD2 n’interagit pas avec la culline 2 mais avec la culline 3. 
Dans notre modèle, nous avons démontré que COMMD2, ainsi que le complexe CRL3 

était nécessaire à la mort induite par UNC5B (voir partie Résultats). COMMD1, de son coté, 

ne semble pas impliqué dans la mort induite par UNC5B (Figure 22). Par ailleurs, nous avons aussi pu démontrer que l’inhibition de la neddylation, par l’intermédiaire du pevonedistat, 

un inhibiteur spécifique de NEDD8, était capable de reverser la mort induite par UNC5B. Nous pouvons ainsi émettre l’hypothèse que COMMD2, en interagissant spécifiquement avec le CRL3, est capable d’inhiber l’interaction de CAND1 avec le CRL3, et provoque donc son activation par neddylation. Pour vérifier cette hypothèse, nous projetons d’observer si la 
surexpression de la protéine CAND1 est capable d’inhiber la mort induite par UNC5B.  
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Figure 22: L'invalidation de COMMD1 ne modifie pas la mort induite par UNC5B 
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Toutes les protéines de la famille COMMD partagent le même domaine COMM en C-

ter, leur singularité provenant de leur séquence en N-ter (Bartuzi et al., 2013). Il est donc 

possible que la spécificité de COMMD2 pour le CRL3 provienne de cette séquence N-ter. Ainsi, 

nous pourrions tester l’association de différente protéines COMMD2 tronquées ou mutées 

avec le CRL3 pour déterminer le site garantissant la spécificité de COMMD2. 

 

• L’ubiquitination de Mcl-1 est-elle un processus impliquant d’autres ubiquitines 
ligases ? 

A ce jour, plusieurs ubiquitines ligase sont reconnues pour dégrader Mcl-1, parmi 

lesquelles on peut citer Mule, SCFβ-TrCP, SCFFBW7, TRIM17, APC/CCdc20, MARCH5 ou encore 

Parkin (Mojsa et al., 2014 ; Senichkin et al., 2020). Le complexe CRL3, lui n’a jamais été décrit 
dans ce contexte. Ainsi, nos travaux pourraient démontrer l’implication d’une nouvelle E3 

ligase dans la dégradation de Mcl-1. Toutefois, pour démontrer cette possibilité, nous envisageons d’invalider les autres E3 ligases connues pour réguler Mcl-1 et d’observer si leur 

impact sur la mort induite par UNC5B. S’il s’avère que l’invalidation de l’une de ces 
ubiquitines ligases permet de reverser la mort induite par le récepteur, cela veut dire que le complexe CRL3 n’est pas la seule E3 ligase requise pour cette voie de mort. L’analyse ontologique des 75 premiers gènes du screening montre un enrichissement 

important des gènes de la machinerie ubiquitine ligase, avec 24 gènes impliqués dans ces 

processus (Figure 23). Ce résultat ne nous est apparu que tardivement pendant nos travaux, et nous n’avons pas fait de l’analyse et de la validation de ces partenaires possibles une 
priorité. Cependant, cette donnée est intéressante, car plusieurs études font état d’un fonctionnement complexe du réseau des E3 ligases. Ainsi, ces ligases peuvent s’auto-réguler, 

par exemple en conduisant les ligases à être dégradées, mais aussi en les activant par le biais d’une ubiquitination non-protéolytique (de Bie and Ciechanover, 2011). Une étude récente 

de Scott et al (Scott et al., 2016) fait même l’état de deux E3 ligases travaillant de concert pour l’ubiquitination d’un substrat. L’E3 ligase ARIH1, va être activée après interaction à un CRL 

conjugué à NEDD8, et va catalyser le transfert de son E2 ligase spécifique vers le substrat du 

CRL. Cette ubiquitination est particulièrement efficace pour le transfert de la première 
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ubiquitine au substrat, et la réaction se révèle moins efficace pour l’élongation de la chaine. Cela laisse à penser que le rôle de cette collaboration est l’initiation de la chaîne d’ubiquitine.  Cependant, lors de notre screening, l’E3 ligase ARIH1 n’est pas apparu dans la liste de 
partenaires possibles. La présence de nombreux composants du réseau des ubiquitines ligase dans cette liste suggère tout de même l’implication d’autres partenaires, que ce soit en collaboration comme dans l’exemple précèdent, ou dans un rôle d’activateur par 
ubiquitination non-protéolytique.  

 

 

Figure 23: Analyse ontologique des gènes issues du screening 

DAVID Bioinformatics Resources 6.8 (Huang et al., 2007a). 

• Les déubiquitinases (DUBs) peuvent elle jouer un rôle dans la résistance à l’induction 
de UNC5B ? Comme nous l’avons vu en introduction, les DUBs font partie intégrante de la 

régulation de Mcl-1. En contrant l’action des E3 ligases, elles permettent de stabiliser Mcl-1, 

et exercent donc une activité anti-apoptotique. Dans le cadre de notre hypothèse, les DUBs serait un verrou à débloquer pour déclencher l’apoptose induite par UNC5B. Nous pourrions 
vérifier cette hypothèse dans notre système de lignée inductibles pour UNC5B, en sur-

exprimant les DUBs connues pour cibler Mcl-1, telles que USPX9 ou Ku70. Cette surexpression devrait bloquer la mort induite par UNC5B. Inversement, l’invalidation des 
DUBs dans notre système devrait potentialiser cette mort. De plus, cette mécanique pourrait être exploitée d’un point de vue thérapeutique, en combinant l’anticorps NP137 avec les 

inhibiteurs des DUBs récemment développés (Wu et al., 2020). 
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• Quelle est la protéine BTB impliquée dans le complexe CRL3-COMMD2 ? 

Les CRL3, en plus de la cullin 3 et de RBX1, sont composés d’une troisième protéine, 
une protéine BTB (Bric-a-brac/Tramtrack/Broad), servant à la reconnaissance du substrat. 

Le domaine BTB de ces protéines permet leur liaison avec la partie N-terminale de la culline 3, et l’interaction avec le substrat est garantie par une autre région d’interaction, comprenant 
typiquement des domaines MATH (meprin and TRAF homology) et Kelch (Jerabkova and 

Sumara, 2019). Environ 200 protéines BTB ont été identifiées dans le génome humains, mais 

seules quelques-unes d’entre elles ont été caractérisées pour leur fonction dans le CRL3 

(Cheng et al., 2018). Parmi elles, nous avons identifié la protéine KEAP1 qui fait partie des 

cibles les plus représentées de notre screening. Malgré cela, son invalidation à l’aide de deux 
siARNs différents n’a pas donné de résultats probants sur la mort induite par UNC5B. Cette piste méritera malgré tout d’être approfondie, car plusieurs facteurs peuvent expliquer le manque d’efficacité des siARN, telle qu’une demi-vie trop longue de la protéine. 

 

• Les autres membres de la famille Bcl-2 jouent-ils un rôle dans l’apoptose induite par 
UNC5B ? 

La famille Bcl-2 forme un réseau de protéines dont l’interaction entre les membres, 
par le biais des domaines BH3 peut se révéler complexe (Kale et al., 2018). Ces interactions 

peuvent jouer un rôle dans la régulation des membres la composant. Par exemple, il serait 

intéressant de savoir si la protéine BH3-only NOXA, qui possède une très bonne affinité pour 

Mcl-1, peut jouer un rôle dans sa dégradation induite par UNC5B. En effet, une étude récente 

montre que MARCH5, une ubiquitine ligase, est capable d’ubiquitiner Mcl-1 seulement lorsqu’il est associé à NOXA (Djajawi et al., 2020). Dans notre système, nous pourrions examiner si l’invalidation de NOXA est capable d’inhiber la mort induite par UNC5B. 
 Par ailleurs, nous envisageons de confirmer que la mort induite par UNC5B se produit 

par déséquilibre de la balance apoptotique en surexprimant les membres anti-apoptotiques 

de la famille Bcl-2 (Bcl-2, Bcl-XL et Mcl-1). La surexpression d’un seul de ces membres devrait 
empêcher la mort induite par UNC5B. 
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• Par quel moyens UNC5B active-t-il le complexe COMMD2/CRL3 ? La plus grande zone d’ombre par rapport à notre hypothèse reste le mécanisme par 

lequel UNC5B transmet le signal pro-apoptotique et active le complexe COMMD2-CRL3. Pour le moment, nous n’avons pas réussi à démontrer d’interaction directe entre le complexe et 
UNC5B, et il est possible que cette activation se produise de manière indirecte, comme nous l’avons vu précédemment avec l’hypothèse de la phosphorylation de Mcl-1 par la DAPK. Il est aussi possible que cette activation passe par le biais d’autres partenaires encore inconnus, 

qui vont permettre de transmettre le signal. Pour vérifier cette hypothèse, nous avons réfléchi à l’utilisation d’un système de 
biotinylation de proximité, nous permettant de marquer puis d’identifier les protéines dans l’environnement proche de UNC5B. Dans ce système, UNC5B est fusionné avec une 

peroxydase APEX2 (Rhee et al., 2013). En présence de Biotin-phénol, cette peroxydase va 

oxyder le groupe phénol, le rendre réactif, ce qui va permettre de marquer les protéines à 

proximité (<20 nm). Ces protéines seront ensuite purifiées sur colonnes de streptavidine 

puis identifiées par spectrométrie de masse (Figure 24). Cette réaction est très courte – 

environ 1 minute – ce qui permet d’obtenir une « photographie » des protéines à proximité du récepteur à un instant T. En réalisant ce marquage à différents temps d’induction de UNC5B, nous pourrions ainsi mieux comprendre la dynamique de l’induction de la mort de 
ce récepteur. 

 

Figure 24: Identification de l’environnement proche du récepteur par biotinylation de proximité 
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• UNC5B, déclencheur ou facilitateur de l’apoptose ? Comme nous l’avons évoqué précédemment, nous avons observé très tôt dans le projet une plus grande efficacité de l’induction d’UNC5B pour déclencher la mort cellulaire après déprivation de sérum dans nos cultures cellulaires. Cela peut s’expliquer par la notion de priming à l’apoptose que nous avons évoqué précédemment dans ce manuscrit. Après 

déprivation en sérum, les cellules tumorales expriment des niveaux croissants de protéine 

BH3, et deviennent « primées » pour l’apoptose, et ainsi plus sensibles à la dégradation de 
Mcl-1.  

Cette observation ouvre la réflexion sur un rôle facilitateur plutôt que déclencheur de l’apoptose concernant UNC5B. En effet, sans stimulus apoptotique basal, la dégradation de 

Mcl-1 n’est pas suffisante pour induire l’apoptose. Toutefois, cette hypothèse ne remet pas 
en cause le rôle de « garde-fou » de UNC5B dans la tumorigénèse, car comme nous l’avons vu 
en introduction, les cellules tumorales présentent généralement des niveaux de protéines 

BH3 et Bcl-2 élevés, principalement dus au stress oncogénique. 

 

• Vers la caractérisation d’autres cibles du screening ? 

Lors de la validation des partenaires potentiels issus du screening, nous avons pu confirmer l’implication d’autres protéines, parmi lesquelles la Ribophorine1 (RPN1) (Figure 

25). Cette protéine, associée au protéasome 26S, apparait être importante pour la réception 

et la coordination des protéines vers leur dégradation et leur déubiquitination (Rosenzweig 

et al., 2012). En invalidant cette protéine, nous avons été capable de reverser la mort induite 

par UNC5B. Ainsi, il est probable que cette protéine joue un rôle crucial dans la 

reconnaissance et la dégradation de Mcl-1. 
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Figure 25 : L’invalidation de RPN1 et GADD45B inhibe la mort induite par UNC5B 
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En plus de cette protéine, nous avons identifié une autre protéine, GADD45b dont l’invalidation induisait une réversion partielle de la mort induite par UNC5B (Figure 25). 

GADD45 (Growth Arrest and DNA Damage) fait partie de la famille très conservée des 

GADD45, constituée de GADD45a, GADD45b et GADD45g. Moins présente dans la littérature 

que GADD45a, GADD45b est connue pour son implication dans des processus d’arrêts du 
cycle cellulaire et pro-apoptotiques (Salvador et al., 2013). Cependant, nous n’avons pas trouvé d’indice ou de piste reliant notre hypothèse à cette protéine, et il est possible qu’elle 
soit impliquée dans une voie pro-apoptotique alternative induite par UNC5B, qu’il sera intéressant d’étudier.  

Ainsi, les résultats du screening pourront servir de base à d’autre projets concernant 
les voies de signalisation de UNC5B. 

3. Enjeux thérapeutiques 

Grâce à cette caractérisation mécanistique, nous avons amélioré notre compréhension 

des voies pro-apoptotiques induites par l’anticorps NP137 interférant avec la nétrine-1 et son récepteur. Nos résultats montrent que l’anticorps, en induisant la voie apoptotique 

médiée par UNC5B, pourrait constituer un moyen original de dégrader Mcl-1, et fournirait 

une alternative intéressante au BH3 mimétiques actuellement développés. 

Comme nous l’avons mentionné en introduction, le développement des BH3 
mimétiques, et notamment ceux inhibant spécifiquement Mcl-1, est freiné par plusieurs 

problèmes. La mise au point d’inhibiteurs chimiques ciblant uniquement et spécifiquement 

Mcl-1 est compliquée par la rigidité conformationnelle du site de liaison hydrophobe (Lee et 

al., 2009), ainsi que par l’affinité très forte de cette protéine pour ses ligands endogènes.  

De plus, de nombreuses interrogations se posent concernant la potentielle toxicité de ces 

inhibiteurs. Bien que les inhibiteurs récemment mis au point se révèlent très spécifiques, les inquiétudes portent avant tout sur les effets de l’inhibition de Mcl-1 dans les cellules saines. 

La délétion de Mcl-1 chez la souris aboutit à une léthalité embryonnaire (Rinkenberger et al., 

2000). La présence de la protéine anti-apoptotique est cruciale dans de nombreux tissus et 

types cellulaires, parmi lesquelles les cellules souches hématopoïétiques, l’épithélium du 

thymus, les cellules lymphoïdes B et T matures et immatures, les cellules T activées, les 

cardiomyocytes, les cellules neurales ou encore les hépatocytes (Merino et al., 2018). 
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L’utilisation des inhibiteurs semble toutefois être bien tolérée dans des modèles de 
souris. Le S63845, par exemple, induit une régression tumorale dans des xénogreffes de lignée de lymphome chez la souris, avec peu d’effets toxiques observés (Kotschy et al., 

2016a). Aucun effet notable n’a été observé sur le foie, les poumons, le cœur ou le système 
musculaire, et seule une baisse transitoire des lymphocytes B immatures dans la moelle 

osseuse est à déplorer. De manière générale, l’inhibition des membres pro-survie de la famille 

des Bcl-2 par les BH3 mimétiques se révèle être mieux tolérés par l’organisme qu’une délétion génétique complète. Cela peut s’expliquer par l’aspect transitoire et limité dans le temps de l’action de ces inhibiteurs. De plus, il est possible que les protéines Bcl-2 anti-apoptotiques soient impliquées dans d’autres processus que l’apoptose, tel que la respiration 
mitochondriale (Perciavalle et al., 2012), l’autophagie (Levine et al., 2008) ou encore le cycle 

cellulaire (Zinkel, 2006). Ainsi, ces fonctions pourraient ne pas être inhibées par l’action des BH3 mimétiques, contrairement aux délétions génétiques complètes, invalidant l’ensemble 
des fonctions de la protéine ciblée. 

Toutefois, une autre explication pourrait être que ce composé possède une affinité 

inférieure pour le Mcl-1 de souris comparée au Mcl-1 humain, ce qui en diminue les effets 

indésirables. Pour vérifier cette hypothèse, une étude de Brennan et al utilise le S63845 sur 

un modèle de souris transgénique présentant un Mcl-1 humanisé (Brennan et al., 2018). Cette 

étude montre une meilleure efficacité et une meilleure affinité pour le Mcl-1 humain, mais 

met tout de même en évidence une décroissance de la population de lymphocytes B au cours 

du traitement.  

 Concernant les preuves d’une toxicité possible sur le patient, il est pour le moment difficile d’apporter des conclusions, car les études portant sur les premiers inhibiteurs de 

Mcl-1 développés sont encore en cours. La mise en suspend récente d’une étude clinique 
portant sur deux inhibiteurs de Mcl-1, l’AMG 176 (NCT02675452) et l’AMG 397 
(NCT03465540), évaluant une possible toxicité cardiaque de ces composés soulève tout de même quelques inquiétudes quant à l’innocuité de ces composés (Wei et al., 2020). 

 

 En dégradant Mcl-1 de façon indirecte mais spécifique, le NP137 pourrait être une alternative avantageuse à ce type de composés. En effet, l’innocuité de cet anticorps a déjà 

été testé en phase clinique I, et a montré une très bonne tolérance chez les patients testés. Le 
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NP137, en ciblant préférentiellement les cellules tumorales surexprimant la nétrine-1, 

possède un avantage considérable en comparaison des inhibiteurs chimiques qui eux ciblent 

sans distinction les cellules tumorales et saines. La bonne tolérance de l’anticorps chez les 
patients offre la possibilité de l’utiliser en combinaison avec d’autres molécules. 

Dans le cas des tumeurs hématopoïétiques, plusieurs études montrent que combiner 

les BH3 mimétiques pourrait se révéler efficace, avec par exemple des résultats 

encourageants dans des modèles de LMA (Moujalled et al., 2019; Ramsey et al., 2018). 

 Concernant les tumeurs solides, la combinaison des BH3 mimétiques pourrait aussi 

être efficace. Pour le moment, le Venetoclax, ciblant Bcl-2 et seule BH3 mimétique approuvée sur le marché, n’est utilisé que dans le cadre de certaines pathologies hématopoïétiques. De 
manière générale, les BH3 mimétiques utilisés en monothérapie se révèlent peu efficaces 

dans des tumeurs solides, souvent moins « primées » à l’apoptose que les tumeurs 
hématopoïétiques (Sarosiek et al., 2017). Soderquist et al, en 2018, ont cherché à caractériser 

différentes lignées cellulaires pour leur dépendance aux protéines de la famille Bcl-2 (Bcl-2, 

Bcl-XL et Mcl-1), au regard de leur sensibilité aux BH3 mimétiques (Soderquist et al., 2018). L’étude montre que si la grande majorité des tumeurs solides se révèle résistante à l’emploi d’un seul inhibiteur, la combinaison de l’inhibition de deux voire des trois protéines s’avère 
très efficace. La combinaison des inhibiteurs de Mcl-1 et Bcl-XL, en particulier semble efficace 

dans une grande portion des tumeurs, et pourrait être prometteuse. Cette association a 

néanmoins été rapportée comme léthale dans des modèles de souris, à cause d’une toxicité 
aigüe dans le foie (Weeden et al., 2018). L’utilisation de l’anticorps, dans ce cas de figure, 
pourrait diminuer la toxicité du traitement et permettre des combinaisons avec d’autres BH3 
mimétiques. 

 De nombreuses études mettent aussi en évidence l’efficacité de la combinaison entre 
des BH3 mimétiques ciblant Mcl-1 et d’autres thérapies ciblées. Dans les tumeurs 
surexprimant la nétrine-1, nous pourrions envisager ce type de combinaison en remplaçant 

les BH3 mimétiques ciblant Mcl-1 par le NP137. Par exemple, l’utilisation d’inhibiteurs de 
Mcl-1 s’est révélée efficace en combinaison avec des inhibiteurs de EGFR, MEK ou B-RAF dans 

différents sous-types de cancer du poumon (Kotschy et al., 2016a ; Leverson et al., 2015b ; 

Weeden et al., 2018),  ou encore en combinaison avec des chimiothérapies ciblant HER2 dans 

le cancer du sein (Merino et al., 2017a). 
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 En conclusion, l’utilisation de l’anticorps NP137 pourrait être une option intéressante 

pour cibler les tumeurs surexprimant la nétrine-1, permettant de cibler Mcl-1 tout en ayant 

un effet limité sur les cellules saines. Le NP137 pourrait ainsi apporter une réponse face au réserves actuelles concernant la toxicité de l’utilisation BH3 mimétiques visant Mcl-1 en combinaison avec d’autres traitements. 
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ABSTRACT
◥

Deleted in colorectal cancer (DCC), the receptor for the multi-

functional cue netrin-1, acts as a tumor suppressor in intestinal

cancer and lung metastasis by triggering cancer cell death when

netrin-1 is lowly expressed. Recent genomic data highlighted that

DCC is the third most frequently mutated gene in melanoma; we

therefore investigated whetherDCC could act as amelanoma tumor

suppressor. Reexpressing DCC in human melanoma cell lines

promoted tumor cell death and tumor growth inhibition in xeno-

graft mouse models. Genetic silencing of DCC prodeath activity

in a BRAFV600Emousemodel increased the proportion ofmice with

melanoma, further supporting that DCC is a melanoma tumor

suppressor. Netrin-1 expression was elevated in melanoma com-

pared with benign melanocytic lesions. Upregulation of netrin-1 in

the skin cells of a BRAFV600E-mutated murine model reduced

cancer cell death and promoted melanoma progression. Therapeu-

tic antibody blockade of netrin-1 combined with dacarbazine

increased overall survival in several mouse melanoma models.

Together, these data support that interfering with netrin-1 could

be a viable therapeutic approach in patients with netrin-1–expres-

sing melanoma.

Significance: Netrin-1 and its receptor DCC regulate melanoma

progression, suggesting therapeutic targeting of this signaling axis as

a viable option for melanoma treatment.

Introduction
Vogelstein and colleagues identified deleted in colorectal cancer

(DCC) as a gene frequently silenced in cancer because of LOH on

chromosome 18q. DCC expression is markedly reduced in more than

50% of colorectal tumors as well as in many other neoplasms (1).

Moreover, loss of DCC is associated with poor prognosis and poten-

tially decreased response to adjuvant chemotherapy in patients with

colorectal cancer. Finally, restoration of DCC expression can suppress

tumorigenic growth properties in vitro and in nude mice (1). These

findings led to the proposal that DCC expression is a constraint for

tumor progression, and thus DCC functions as a tumor suppressor

gene. However, the localization of the DCC gene close to well-

established tumor suppressors such as Smad4 (2) and the absence of

increased tumor susceptibility in a mouse model, in which DCC was

inactivated (3), created skepticism about its potential role as a tumor

suppressor gene (4). However the more recent use of conditional

DCC–mutantmousemodel have demonstrated that DCC inactivation

is associated with increased tumoral progression (5).

DCC, a large 200 kDa transmembrane receptor, belongs to the

family of dependence receptors (6). Such receptors induce apoptosis

when their trophic ligands are absent, thus conferring a state of cellular

dependence on ligand availability for survival (7), and this has been

proposed to confer a tumor suppressive activity to these dependence

receptors (7, 8). To address this hypothesis, we generated a mouse

model in which the DCC locus is point-mutated in Asp1290 to

specifically silence the prodeath activity of the receptor without

impacting DCC non-cell death signaling (9). These mice spontane-

ously develop more colorectal cancers and lymphomas than age-

matched control animals and are more prone to develop metastatic

intestinal adenocarcinoma when backcrossed in an APC-mutant

background (9, 10).

Of interest, while loss of DCC has been extensively described in

cancer, studies have emerged showing that the ligand ofDCC, netrin-1,

is also implicated in cancer progression. Netrin-1 was initially dis-

covered as a navigation cue during the development of the nervous

system and a key factor for brain wiring (11). Although initially

described as a diffusible cue guiding, via long distance processes,

different types of axons (12), netrin-1 is currently regarded as a

laminin-related sticky protein acting at short distance (13) via its

main receptors, DCC and UNC5-Homolog (UNC5H- i.e., UNC5A,

UNC5B, UNC5C, andUNC5D; ref. 14). Indeed, netrin-1 appears to be

a multifunctional secreted protein that plays key roles in neuronal

navigation, angiogenesis, and cell survival (15), and as a consequence,

has been associated with numerous diseases including diabetes, car-

diovascular diseases, and cancers (15). In the latter case, netrin-1 is

often reported to be upregulated, and this upregulation was proposed

to act as a selective mechanism blocking apoptosis induced by the

dependence receptors DCC and UNC5H (15). Consistently, netrin-1

expression in brain metastases is an independent poor prognostic

factor for patient survival (16). Moreover, netrin-1 detection in

blood or urine has been proposed to be a predictive marker for
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cancers (17, 18). Netrin-1 upregulation has been reported not only in

cancer cells but also in cancer-associated fibroblasts (19). Efforts to

develop drugs that inhibit the interaction of netrin-1 with its receptors

are therefore ongoing. Several preclinical proof-of-concept studies

have shown that candidate drugs interfering with netrin-1-receptor

interactions, either used alone or in combination with conventional

chemotherapies or epidrugs, markedly inhibit tumor growth and

metastasis development (18, 20, 21). A humanized anti-netrin-1 mAb,

also called NP137, has been developed previously (20) and the interim

results of a phase I clinical trial have recently been reported (22),

showing promising signs of antitumor activity in monotherapy in

patients with advanced solid tumors.

While the DCC gene was initially thought to be rarely mutated in

cancers, Krauthammer and colleagues identified the DCC gene as the

third most frequently mutated gene in sun-exposed melanoma (23).

On the basis of this observation and as melanoma still represent a

significant clinical challenge (24–26), we investigated the role of the

netrin-1/DCC pair in this cancer. We reveal that the netrin-1/DCC

pair is causally implicated in disease progression and propose that

netrin-1 interference could be an attractive therapeutic perspective for

treating melanoma.

Materials and Methods
Patients and tumor samples

A total of 241 patients underwent surgery for skin melanocytic

lesions between January 2007 and January 2011 and had enough tissue

sample remaining after the diagnosis had been established. According

to the French Bioethics law of August 2004, the patients were informed

of the research use of the remaining samples and were not opposed to

it. The research protocol was approved by the Ethics committee of

Saint Louis Hospital. All 241 patients signed a written informed

consent (IRB 00006477).

The sample series included (i) 36 benign melanocytic lesions: 30

common melanocytic nevi (20 intradermal type, five compound type,

and five junctional type) and six dysplastic nevi (four compound type

and two junctional type); (ii) 205 malignant melanoma including 25

in situ melanoma, 40 melanoma with a Breslow tumor thickness of

less than 1mm, 40melanomawith a Breslow tumor thickness between

1 and 2 mm, 50 melanoma with a Breslow tumor thickness between 2

and 4 mm, and 50 melanoma with a Breslow tumor thickness more

than to 4 mm.

Patient follow-up over 2–5 years showed that, at the time of the

study, in the 36 patients with benign melanocytic lesions there was no

metastasis, whereas in the 205 patients withmalignant melanoma, 125

had metastases either in the lymph node or in viscera.

IHC

An indirect immunoperoxidase method was performed on 5-mm

thick tissue sections. A polyclonal goat anti-human netrin-1antibody

(AF1109, R&DSystems) was used as primary antibody. A donkey anti-

goat biotinylated antibody (ab97108 Abcam) was used as secondary

antibody. A DABMap Detection Kit (Roche Diagnostic) was used for

detection of the biotinylated antibody. Systematic controls were

performed for each slide, including: (i) the absence of primary

antibody, and (ii) the use as primary antibody of an irrelevant antibody

of the same isotype as the primary antibody.

Quantitative in situ analyses

A Provis AX70 microscope (Olympus) was used. With a wide-field

eyepiece number 26.5, it provided a field size of 0.344 mm2 at 400 �

magnification. Two pathologists (A. Janin and M. Battistella) inde-

pendently analyzed netrin-1 expression on five different fields at

magnification 400 � for each tissue section. To assess the number

of positively stained cells, they used a semi-quantitative scoring system

ranging from 1 to 4: 1:0–25%; 2: 25–50%; 3: 50–75%; and 4: >75%.

Staining intensity was recorded using a similar semi-quantitative

approach as follows: 1: weak staining; 2: moderate staining; and 3:

strong staining.

Cell culture

The 23 melanoma cell lines and a normal melanocyte cell

line (FM516SV) were obtained from the ATTC and cultured in

DMEM1X þ GlutaMAX þ 4.5 g/L D-Glucose þ Pyruvate Medium

(Gibco by Life Technologies) containing 10% FBS. RoutineMycoplas-

ma testing was performed by MycoAlert Mycoplasma Detection Kit

(catalog no. LT07-118). Melanoma cells grown for no more than 20

passages were used in all the experiments.

qRT-PCR

To analyze the expression of netrin-1, total RNAs of the different

melanoma cell lines and of the normalmelanocyte cell line (FM516SV)

were extracted using the Nucleospin RNAII Kit (Macherey-Nagel).

RNA (1 mg) was reverse transcribed using the iScript cDNA Synthesis

Kit (Bio-Rad). Expression was assessed by real-time quantitative

RT-PCRwith specific primers available upon request, on a LightCycler

480 Apparatus (Roche) using the LightCycler TaqMan Master Kit

(Roche). Reaction conditions for optimal amplification of each gene, as

well as primer sequences are available upon request. The ubiquitously

expressed HPRT was used as an internal calibrator. In addition, total

RNAs from xenograft tumors were extracted by disrupting tissues with

MagNALyser Instrument (RocheApplied Science). RT-PCR reactions

were performed with PrimeScript RT Reagent Kit (Takara). Five-

hundred nanogram total RNA was reverse transcribed using the

following conditions: 37�C for 15 minutes and 85�C for 5 seconds.

For expression studies, the target transcripts were amplified on a

LightCycler2.0 Apparatus (Roche Applied Science), using the Premix

Ex Taq Probe qPCR Kit (Takara), according to the manufacturer's

instructions. Expression of target genes (DCC)was normalized against

glucuronidase beta (GUSB) and TATA-binding protein (TBP), used

as housekeeping genes. The amount of target transcripts, normalized

against the housekeeping gene, was calculated using the comparative

Ct method.

Plasmid constructs and transfection

For the generation of inducible stable cell lines, HA-tagged human

DCC coding sequence was cloned at NheI/AgeI restriction sites in the

pCW57.1-hygro plasmid, a self-inactivating HIV-1–derived vector

allowing the doxycycline inducible expression of DCC, as well as the

constitutive expression of rtTA protein and hygromycin resistance

gene, expressed under the control of the mouse phosphoglycerate

kinase (PGK) promoter. Cloning of HA-tagged DCC was performed

using Infusion Cloning Kit (Clontech). pCW57.1-hygro plasmid was

derived from pCW57.1 (Addgene plasmid #41393) by exchanging

puromycin to hygromycin resistance. Stable cell clones were selected

for 5 days in hygromycin-containing medium and inducible cell lines

were further tested for DCC expression in response to doxycycline by

Western blot analysis.

Western blot analysis

For immunoblotting analysis of DCC, inducible cell lines were

treated with doxycycline for 24 hours in a medium containing 10%
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serum. Cells were then lysed in SDS buffer (10 mmol/L Tris-HCl, 10%

glycerol, 5% SDS, 1% TX100, and 0.1 mol/L DTT) in the presence of

protease inhibitor mixture (Roche Applied Science) and phosphatase

inhibitor (Sigma). Lysates were then sonicated and incubated for

10 minutes at 95�C, and protein extracts (20 mg per lane) were

loaded onto 4%–15% SDS-polyacrylamide gels (Bio-Rad) and blotted

onto nitrocellulose membranes using Trans-Blot Turbo Transfer

System (Bio-Rad). Filters were blocked with 10% non-fat dried milk

in PBS/0.1% Tween 20 (PBS-T) for 2 hours and then incubated

over night with a rabbit polyclonal a-HA (1:1,000, Sigma) and a

rabbit polyclonal a-GAPDH (1:4,000, Santa Cruz Biotechnology).

After three washes with PBS-T, filters were incubated with an

a-rabbit HRP-conjugated secondary antibody (1:10,000, Jackson

ImmunoResearch) for 1 hour. Detection was performed using West

Dura Chemiluminescence System (Pierce). Membranes were imaged

on the ChemiDoc Touch Imaging System (Bio-Rad).

In vivo xenograft models

Five-week-old (20–22 g body weight) female SCID mice were

obtained from Charles River animal facility. The mice were housed

in sterilized filter-topped cages and maintained in a pathogen-free

animal facility. Melanoma cell lines expressing netrin-1 (M2Ge,

Skmel5, WM793, Skmel3, XPC, and M4Be) were implanted by sub-

cutaneous injection of 5� 106 cells in 100mL of growth factor–reduced

Matrigel (Corning) diluted in 100 mL of PBS into the right flank of the

mice. When the tumor reached between 150 and 200 mm3, 100 mg/kg

of dacarbazine was injected intraperitoneally once a week for 4 weeks

and with the NET1-H-mAb every 2 days at 20 mg/kg during the

4 weeks. In addition, stable melanoma cell lines for DCC (Mewo and

WM239A) were implanted by subcutaneous injection of 5 � 106 cells

in 100 mL of growth factor–reduced Matrigel (Corning) diluted in

100 mL of PBS into the right flank of the mice. When tumors reached

100 mm3 in approximately 1 week after injection, 1 mg of doxycycline

in 200 mL or an equal volume of PPI water for the control group was

injected intraperitoneally each day for 10 days. For each xenograft

experiment, tumor sizes were measured twice a week with a caliper.

The tumor volume was calculated with the formula v ¼ 0.5 x (l x w2),

where v is volume, l is length, and w is width. All experiments were

performed in accordance with relevant guidelines and regulations of

animal ethics committee (Authorization no CLB-2015-004; accredi-

tation of laboratory animal care by CECCAP, ENS Lyon-PBES).

IHC analysis of xenografted cell lines and quantification

IHC staining was performed on an automated Immunostainer

(Ventana Discovery XT) using a DABmap kit and REDmap kit

according to the manufacturer's instructions. Tissue samples were

fixed in 10% buffered formalin and embedded in paraffin. After

antigen unmasking [EDTA buffer (pH 8.4), 98�C for 35 minutes],

apoptotic cell staining was performed using a rabbit cleaved caspase-3

antibody (clone 5A1E, 9664L, Cell Signaling Technology) and the

rabbit cleaved Parp (clone D64E10, 6525, Cell Signaling Technology).

Cell proliferation was determined using a Ki67 (clone SP6, F/RM-

9106-5, Neomarkers). The slides were scanned by an Axio-Scan Zeiss

microscope. Image quantification was conducted using the software

Zen blue, by two blinded analyzers including a pathologist.

Generation and analysis of DCCmut and tgNETRIN-1 transgenic

mice in a BRAFCA/þ melanoma model

The DCCmut model was described previously (9). For the

tgNETRIN-1 mouse line (in C57BL/6 background), Human

NETRIN-1 was cloned into the Rosa26-lox-stop-lox plasmid. The

mice were generated by SEAT CNRS Gustave Roussy Phenomin.

These two models were intercrossed with the inducible model of

predisposition to melanoma (TyrCreERT2:BRAFCA/þ). CreERT2

expression and local melanomagenesis induction were activated by

applying 200 mL of 2 mg/mL solution of tamoxifen (70% Z-isomer,

Sigma) diluted in 100% ethanol on the back skin of 6–7 weeks oldmice

for 4 consecutive days. The mice were monitored twice a week for a

maximum of 1 year. The mutant or wild-type animals for DCC

(respectively, overexpressing netrin-1 or not) on this background

BRAFV600E were followed to define the impact of the abolition of

apoptosis induced by receptor mutation or ligand gain on the inci-

dence and tumor progression during animal aging. Melanoma tumors

aswell as different organswere recovered to carry out histologic studies

and search for the presence of metastasis. All experiments were

performed in accordance with relevant guidelines and regulations of

animal ethics committee (Authorization no. CLB-2014- 010; accred-

itation of laboratory animal care by CECCAPP, ENS Lyon-PBES).

Results
DCC is a melanoma tumor suppressor

As DCC is frequently mutated in melanoma (23) or not expressed

by melanoma cancer cell lines (27), we first conditionally reexpressed

DCC in the amelanoticMeWoDCC-negativemelanoma cell line using

a sleeping beauty system (Fig. 1A). On the basis of this approach,

doxycycline treatment of MeWo cells induced DCC expression

(Fig. 1A). These doxycycline-dependent DCC-expressing MeWo

cells were then engrafted in SCID mice, which were treated daily

with doxycycline once tumors had reached 100 mm3. As shown

in Fig. 1B–G, intratumoral reexpression of DCC (Fig. 1E) was

associatedwith tumor growth inhibition (Fig. 1B–D), increased tumor

cell death (cCaspase-3, cParp), and decreased cell proliferation

(Ki67; Fig. 1F and G). Similar effects were observed when DCC was

conditionally reexpressed in the amelanotic WM239A melanoma cell

line (Supplementary Fig. S1A–S1E). Altogether, these results suggest

that DCC expression is sufficient to prevent tumor growth in vivo.

To further demonstrate the implication of the prodeath activity of

DCC in the regulation of melanoma progression, we used the recently

developed DCC-mutant mouse model, in which the endogenous DCC

gene locus is point mutated to convert Asp1290 into Asn1290 to

specifically inactivate the prodeath activity of DCC, hereinafter

referred to as DCCmut (9, 10). It has been shown that in this mouse

model, the positive signaling induced by netrin-1 binding to DCC is

not affected, while DCC is unable to trigger cell death (9). We

intercrossed mice harboring two DCCmut alleles with the classical

murine melanoma model TyrCreERT2:BRAFCA/þ (28, 29), as almost

60% of human melanomas show somatic mutations that constitu-

tionally activate serine/threonine-protein kinase BRAF (BRAFV600E).

The TyrCreERT2:BRAFCA/þ murine model, which conditionally

expresses the dominant oncogenic form BRAFV600E of the BRAF

protein, was shown to be prone to developmelanoma neoplasia during

ageing (28). TyrCreERT2:BRAFCA/þ and TyrCreERT2:BRAFCA/þ;

DCCmut/mut mice were then treated with tamoxifen and are hereafter

referred to as BRAFV600E and BRAFV600E;DCCmut, respectively

(Fig. 2A). Melanoma development was monitored up to 12 months

after tamoxifen skin treatment. Upon treatment with tamoxifen,

around 20% of the BRAFV600E mice developed cutaneous lesions

identified as melanoma by pathologists (Fig. 2B–D; Supplementary

Fig. S2). Remarkably and as shown in Fig. 2D, DCC mutation,

confirmed at different tumor locations (Fig. 2C), was associated with

a significantly increased propensity to develop melanoma, because

DCC and Netrin-1 in Melanoma

AACRJournals.org Cancer Res; 80(4) February 15, 2020 749

on December 2, 2020. © 2020 American Association for Cancer Research. cancerres.aacrjournals.org Downloaded from 

Published OnlineFirst December 5, 2019; DOI: 10.1158/0008-5472.CAN-18-1590 



Figure 1.

DCC behaves as a tumor suppressor inmelanoma.A, Schematic diagramof the DCC-inducible construct. Expression of DCC is controlled by the reverse tetracycline-

controlled transactivator (rTetR), which activates the TRE promoter in the presence of doxycycline. Infected cells are selected by hygromycin (HygR). rTetR and

hygromycin are under the control of a ubiquitous hPGKpromoter and the cleavagebetween the twoproteins is ensured by a 2Apeptide. Below, stablemelanoma cell

lines forDCC (amelanoticMeWo)were treatedwith0.5 and2mg/mLof doxycycline for 24 hours andDCCprotein levelswere evaluatedbyWesternblot analysis. DCC

protein, normalized against GAPDH, increased strongly following doxycycline treatment.B, SCIDmicewere engraftedwith stablemelanoma cell lines containing the

DCC construct (amelanotic MeWo) by subcutaneous injection. When tumor size reached around 100 mm3, expression of DCC was induced by daily intraperitoneal

injection of doxycycline (n¼9); the control (ctl) groupwas treatedwith PPIwater (n¼9). Results are presented asmean tumor volumes. Two-wayANOVA: time and

interaction, ���� , P < 10�4, not shown; cell type, �� , P¼ 0.0015. C, Photograph of tumor-bearing shavedmice.D, Tumor volumeswere measured at day 17 (end of the

experiment) after sacrifice of mice and taking only the size of tumors without skin. �� , P¼ 0.0094, two-tailed unpaired t test. E, Expression of DCCwas confirmed by

qRT-PCR, relatively to the TBP housekeeping gene, in tumors from a group of mice treated with doxycycline, whereas no expression was detected in control group.
��� , P¼0.0003, two-tailed unpaired t test. F, IHC staining of cleaved PARP, activated caspase-3, and Ki67 performed on tumor sections from a group ofmice treated

with doxycycline compared with control group. Scale bars, 50 mm. G, Relative levels corresponding to F. � , P ¼ 0.04; �� , P ¼ 0.0014; ��� , P ¼ 0.0002; two-tailed

unpaired t test.

Boussouar et al.

Cancer Res; 80(4) February 15, 2020 CANCER RESEARCH750

on December 2, 2020. © 2020 American Association for Cancer Research. cancerres.aacrjournals.org Downloaded from 

Published OnlineFirst December 5, 2019; DOI: 10.1158/0008-5472.CAN-18-1590 



71.4% of BRAFV600E;DCCmutmice developed melanoma lesions with-

in the first 12months of tamoxifen application (Fig. 2D). This increase

in propensity to developmelanomawasmoreover associated in 60% of

these mice (Supplementary Table S1), with histologic features asso-

ciated with increased aggressiveness, including increased cellularity

within the tumor together with more frequent mitoses, a denser

collagenous stroma (Fig. 2E, c and d), and acanthosis and ulceration

of the overlying epidermis (Fig. 2E, a and b). A detailed pathology

report is presented in Supplementary Table S2 for each BRAFV600E;

DCCmut tumors. Collectively these results demonstrate that DCC

constitutes a constraint for melanoma development through its pro-

death activity.

Upregulation of netrin-1 promotes melanoma development

Having shown that reexpression of DCC is associated with tumor

growth inhibition and that mutation of the death activity of DCC is

associated with melanoma progression, we hypothesized that in the

human pathology, the progressing melanoma should have negatively

Figure 2.

Inactivation of DCC-induced apoptosis favors melanoma formation in a BRAFV600E background. A, Strategy used to generate BRAFV600E and BRAFV600E;DCCmut

mice. Themice were monitored twice a week for amaximum of 1 year. B, Histological analysis of tumors shows that the mice developed cutaneous lesions that were

categorized asmelanoma bypathologists. Dark granulations could be seen in the cytoplasmof some tumor cells. Scale bar, 50mm.C,Mutation of DCCwas confirmed

by PCR on tumors at different anatomic locations (back, eye, penis, etc.).D, Incidence and frequency ofmelanoma in BRAFV600E;DCCmutmice (n¼ 7) comparedwith

BRAFV600E mice (n ¼ 9; � , P ¼ 0.04; Fisher test). Tumor classification was performed, blinded to genotype according to pathologist's consensus. E, Cutaneous

melanomas in BRAFV600E control mice (a and c) and BRAFV600E;DCCmut mice (b and d), hematoxylin and eosin staining. a and b, The overlying epidermis almost

normal in BRAFV600E mice, whereas in BRAFV600E;DCCmut, epidermis was thickened (acanthosis) and ulcerated. c and d, High-power magnification of malignant

melanoma. c,Melanomas in BRAFV600Emicewere hypomelanotic, with plump to spindle neoplastic cells, arrangedmostly in short bundles, within amyxoidmatrix.d,

In BRAFV600E;DCCmutmice, cellularity within the tumor was increased, with a denser collagenous stroma. Arrows, mitoses were more frequent per high power field.

Scale bar, 50 mm. mut, mutant; wt, wild-type.
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selected DCC-induced cell death. One mechanism to silence DCC-

induced tumor cell death is the upregulation of netrin-1 (10). We thus

analyzed netrin-1 expression by IHC on a panel of melanoma, benign

nevus, or of lymph node metastasis. As shown in Fig. 3A–C; Supple-

mentary Table S3, a netrin-1–specific staining is clearly visible in

melanoma and metastatic lesions, and was seen in microvascular

endothelial cells (black arrows) and in tumor cells. When defining

a score for the fraction of cancer cells expressing netrin-1, a high score

(75%–100%) was mostly detected in malignant melanoma (Fig. 3B)

compared with benign melanocytic lesions, and this trend toward

an increase in netrin-1 expression associated with progression was

further observed when melanoma with metastasis at time of study

was compared with melanoma without metastasis at time of

study (Supplementary Fig. S3A). Similar observations were made

when the intensity of the netrin-1 signal in cancer cells was analyzed

(Fig. 3C; Supplementary Fig. S3B; Supplementary Table S4). These

data thus support the view that netrin-1 is upregulated in aggressive

melanoma in the human pathology.

Next, we investigated whether forced expression of netrin-1 in

the skin of mice was associated with increased melanoma progression.

To address this, we generated a mouse model (tgNETRIN-1) in which

a loxP-stop-loxP-human netrin-1 cassette was inserted in the

endogenous Rosa26 locus. Ectopic netrin-1 expression could then be

triggered by Cre recombination (Fig. 4A, top). We intercrossed

tgNETRIN-1 mice with TyrCreERT2:BRAFCA/þ mice (hereinafter

referred to as TyrCreERT2:BRAFCA/þ;tgNETRIN-1), and cutaneously

Figure 3.

Netrin-1 expression is higher in the advanced stages of melanoma. A, Panel displaying representative IHC images used to analyze netrin-1 expression on tissue

sections. In a benign nevus (area within broken lines), netrin-1 was not expressed. In microvascular endothelial cells (black arrow) and nevus cells (white

arrows), netrin-1 staining was cytoplasmic but not nuclear. In a melanoma Breslow index, 3 mm netrin-1 was strongly expressed in microvascular endothelial

cells (black arrows) and in tumor cells. Some tumor cells (white arrows) have cytoplasmic and nuclear staining. In a lymph node metastasis, netrin-1 was

strongly expressed in tumor cells scattered among lymphocytic cells. It is not expressed on lymph node microvascular endothelial cells (black arrow). At a

higher magnification (�400), few tumor cells expressed netrin-1 on nuclear and cytoplasmic areas (white arrow). B and C, Histograms describe the scores

and tumor intensity of netrin-1 in benign melanocytic lesions versus malignant melanoma. The analysis shows a correlation between the levels of netrin-1

(intensity or score) and the level of malignancy of the nevi.

Boussouar et al.

Cancer Res; 80(4) February 15, 2020 CANCER RESEARCH752

on December 2, 2020. © 2020 American Association for Cancer Research. cancerres.aacrjournals.org Downloaded from 

Published OnlineFirst December 5, 2019; DOI: 10.1158/0008-5472.CAN-18-1590 



treated TyrCreERT2:BRAFCA/þ and TyrCreERT2:BRAFCA/þ;tgNETRIN-1

mice with tamoxifen, hereafter referred to as BRAFV600E and

BRAFV600E;tgNETRIN-1, respectively (Fig. 4A and B). As shown

in Fig. 4C, forced expression of netrin-1 in BRAFV600E;tgNETRIN-1

mice was associated with a drastic increase in the frequency of primary

melanoma compared with BRAFV600E mice. No metastases were

observed at necropsy. This increase propensity to develop melanoma

was associated in 43.75% of these mice (Supplementary Table S5), with

increase in aggressiveness markers, such as cellularity and a higher

number of mitoses per high power field within the tumor (Fig. 4D,

Figure 4.

Netrin-1 overexpression favors melanoma formation in a BRAFV600E background. A, Strategy used to generate BRAFV600E and BRAFV600E;tgNETRIN-1 mice.

Schematic diagram of the netrin-1 (NTN1) conditional overexpression construct (top). The expression of the human netrin-1 gene was placed under the endogenous

promoter activity of the Rosa26 locus and was induced after the excision of the lox-stop-lox cassette by a specific Cre. Mice were crossed with TyrCreER mice with

melanocyte-specific expression of a hormone-dependent form of Cre recombinase (CreERT2; bottom). Tamoxifen-dependent activation of CreER leads to

melanocyte-specific conversion of BRAFV600E and NTN1 overexpression. The mice were monitored twice a week for a maximum of 1 year. B, NTN1 protein levels

in tumors (melanoma)were evaluatedbyWestern blot analysis. NTN1 protein, normalized againstb-actin, expressionwas higher in homozygousmice comparedwith

heterozygous and wild-type (wt) mice. C, Incidence and frequency of melanoma in BRAFV600E;tgNETRIN-1 mice (n ¼ 24) compared with BRAFV600E mice (n ¼ 9;
� , P¼0.02, Fisher test). Tumor classificationwas performed blinded to genotype according to pathologist's consensus.D,Cutaneousmelanomas in BRAFV600Emice

(a and c) andBRAFV600E;tgNETRIN-1mice (bandd), hematoxylin and eosin staining. a andb,Theoverlying epidermiswas almost normal in BRAFV600Emice,whereas

in BRAFV600E;tgNETRIN-1 mice, epidermis was thickened (acanthosis) and ulcerated, with subsequent neutrophilic and suppurative inflammation. c and d, High-

power magnification of malignant melanoma. c, Melanomas in BRAFV600E were hypomelanotic, with plump to spindle neoplastic cells, arranged mostly in short

bundles within a myxoid matrix. d, In BRAFV600E;tgNETRIN-1 mice, cellularity within the tumor was increased, with frequent mitoses per high power field (arrows).

Scale bar, 50 mm.
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Figure 5.

Combining netrin-1 interference with conventional chemotherapy (dacarbazine) enhances overall mouse survival. A, Analysis of netrin-1 expression in a cohort

of 23 melanoma cell lines compared with the nontransformed immortal human melanocyte cell line FM516SV. Quantification of gene expression was performed

by qRT-PCR, relative to theHPRT housekeeping gene. �, P¼0.0142; ��� , P¼0.0008; ���� , P < 10�4; one-wayANOVA, followed byDunnett multiple comparison test.

ns, nonsignificant. B, Expression of netrin-1 was confirmed by Western blot analysis on M4Be, XPC, Skmel3, WM793, Skmel5, and M2Ge melanoma cell line. C,

Schematic representation of treatment schedules of mice with preestablished (Skmel5 andM2Ge) subcutaneous tumors. When the tumor reached between 150 and

200mm3, mice were treated once aweekwith dacarbazine (DTIC) for 4 weeks by intraperitoneal (IP) injection at 100mg/kg andwith the NTN1-H-mAb every 2 days

at 20 mg/kg during the 4 weeks. In the control group, dacarbazine was combined with the Iso-mAb. Tumor volumes were measured twice a week with a caliper. D,

Survival curve comparison between the group ofmice treatedwith dacarbazineþNTN1-H-mAb (n¼ 12) and the one treatedwith dacarbazineþ Iso-mAb (n¼ 12), in

mice xenograftedwith amelanotic Skmel5melanomacell line. ��� ,P¼0.0004; statistical significanceof differencesbetweenbothgroupswasdeterminedbyMantel–

Cox test.E,Survival curve comparison between the group ofmice treatedwith dacarbazineþNTN1-H-mAb (n¼ 10) and the one treatedwith dacarbazineþ Iso-mAb

(n¼ 8), in mice xenografted with melanotic M2Gemelanoma cell line. �� , P¼ 0.0015; statistical significance of differences between both groups was determined by

Wilcoxon test.
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c and d). In addition, the skin of 50% of these mice was thickened

(acanthosis) and ulcerated (Fig. 4D, a and b). A detailed pathology

report is presented in Supplementary Table S6 for each BRAFV600E;

tgNETRIN-1 tumors. In-line with the proposed mechanisms, when

analyzing cell death in the corresponding tumors using active caspase-3

staining, we observed that tumors from the BRAF/tg-netrin-1

background displayed fewer apoptotic cells compared with the

BRAF background (Supplementary Fig. S4A and S4B). Taken together,

these data demonstrate that the netrin-1 overexpression seen in

human melanoma is sufficient per se to trigger melanoma progression

in mice.

Combining netrin-1 interference with a conventional treatment

is associated with increased overall mouse survival

Because the above data were showing that netrin-1 is causally

implicated in melanoma progression and because a therapeutic

anti-netrin-1 mAb is currently tested in early clinical trial, we inves-

tigated whether in melanoma preclinical models we could detect a

tumor growth inhibiting effect of the anti-netrin-1 mAb. We first

screened for netrin-1 expression in a panel of melanoma cell lines

(general information on the genotype of these cell lines is well detailed

in Supplementary Table S7). In agreement with the netrin-1 staining

observed in human melanoma, a sizeable fraction of melanoma cell

lines expressed netrin-1 both at themRNA (Fig. 5A) and protein levels

(Fig. 5B). Skmel5 and M2Ge were further studied as they displayed

the strongest netrin-1 expression. These cells were engrafted into

immune-deficient mice, which were systemically treated with either

the netrin-1 mAb alone (monotherapy) or in combination with

dacarbazine once tumors reached 150 mm3, and the overall survival

of mice was followed (Fig. 5C). The netrin-1 mAb was only modestly

affecting tumor growth when used alone in agreement with what was

previously reported in highly proliferative models (Supplementary

Fig. S5A; refs. 20, 30). However, when combined with dacarbazine, the

netrin-1 mAb significantly increased overall mouse survival in several

models including Skml5-engrafted andM2Ge-engraftedmice (Fig. 5D

and E; Supplementary Fig. S5B and S5C). Overall, these data support

the hypothesis that targeting netrin-1 in netrin-1–expressing mela-

noma could constitute a complementary therapeutic strategy to

conventional treatments.

Discussion
While debates on the role of DCC as a tumor suppressor somehow

dampened the interest of scientists for studying DCC in the field of

oncology (3, 31), the demonstration that the conditional deletion of

DCC inmice was associated with increasedmetastasis in p53-deficient

mammary tumors (5) and that the silencing of DCC death activity was

associated with intestinal cancer progression (9) and increased lym-

phoma development (10), has strengthened the view that DCC is

constraining tumor progression by engaging cell death. Consistently,

Halaban and colleagues elegantly established that DCC is the third

most frequently mutated gene in sun-exposed melanoma, suggesting

that DCC may also be a tumor suppressor in melanoma (23). Fur-

thermore, DCC was also found as one of the genes identified as

mutated in both cutaneous malignant melanoma and Parkinson

disease (32). We provide here evidence that DCC expression is a

constraint for melanoma cell growth in engrafted mice and we

demonstrate that the silencing of the death activity of DCC in murine

skin cells is associated with increased melanoma development in

BRAF-mutant settings. Thus, even though it remains to be shown

whether the mutations of DCC detected in humanmelanoma are loss-

of-proapoptotic function mutations, the data obtained here and the

frequency of DCC mutation strongly supports the view that DCC is a

tumor suppressor in melanoma.

According to the dependence receptor hypothesis, cancer cells have

to silence DCC-induced cell death to survive (7, 8) and this can be

achieved through at least twomechanisms, the first being the silencing

of the receptor or of the receptor prodeath activity by for example

mutation as extensively described for DCC in colorectal cancer (9).

The second known mechanism is the autocrine/paracrine expression

of the ligand, in our case, netrin-1. Along this line it has been

shown that netrin-1 is upregulated in a fraction of various can-

cers (10, 17, 18, 33) and that interference with netrin-1/netrin-1

receptor interaction is associated with tumor growth inhibition in

several preclinical models (10, 18, 33, 34). We show that a similar

mechanism occurs in melanoma, in which netrin-1 expression is

detected both in a fraction of human melanoma cell lines and in a

fraction of humanmelanoma samples.We also show that this netrin-1

expression promotes melanoma development in mice in a BRAF-

mutant background. Of interest, an anti-netrin-1 mAb is currently in

phase I of a clinical trial assessing all solid tumors (https://clinicaltrials.

gov/ct2/show/NCT02977195) with reported signs of clinical effica-

cy (22), and we present evidence that in preclinical models, combining

the netrin-1 mAb and dacarbazine enhances animal survival. Future

work should also investigate whether combining netrin-1 interference

with novel drugs, such as immune checkpoint inhibitors, recently

developed and/or approved in the melanoma indication are also

biologically relevant and deserve to be assessed in clinical combination

trials.

Disclosure of Potential Conflicts of Interest
M. Battistella has received speakers bureau honoraria from Bristol Myers Squibb.

C. Lebb�e reports receiving a commercial research grant from BMS and Roche, has

received speakers bureau honoraria from BMS, MSD, Novartis, Amgen, and Roche,

and has provided expert testimony for BMS, MSD, Novartis, Amgen, Roche, Avantis,

Pierre-Fabre, Pfizer, and Incyte. P. Mehlen is an interim CEO (paid consultant) for

Netris Pharma and has ownership interest (including patents) in Netris Pharma. No

potential conflicts of interest were disclosed by the other authors.

Authors’ Contributions
Conception and design: A. Boussouar, L. Larue, P. Mehlen

Development of methodology: A. Boussouar, N. Gadot, L. Larue

Acquisition of data (provided animals, acquired and managed patients, provided

facilities, etc.): A. Boussouar, A. Manceau, A. Paradisi, N. Gadot, J. Vial, L. Larue,

M. Battistella, C. Leboeuf, C. Lebb�e, A. Janin

Analysis and interpretation of data (e.g., statistical analysis, biostatistics,

computational analysis): A. Boussouar, A. Tortereau, A. Paradisi, M. Battistella,

C. Lebb�e, A. Janin

Writing, review, and/or revision of the manuscript: A. Boussouar, M. Battistella,

C. Lebb�e, A. Janin, P. Mehlen

Administrative, technical, or material support (i.e., reporting or organizing data,

constructing databases): A. Boussouar, D. Neves, P. Mehlen

Study supervision: A. Boussouar, P. Mehlen

Acknowledgments
We wish to thank Julie Caramel, St�ephane Dalle, and Thibault Voeltzel for

materials and scientific advises. This work was supported by institutional grants

from CNRS, University of Lyon, Centre L�eon B�erard, and from the Ligue Contre le

Cancer, INCA, Pair Melanoma, ANR, and ERC.

The costs of publication of this article were defrayed in part by the payment of page

charges. This article must therefore be hereby marked advertisement in accordance

with 18 U.S.C. Section 1734 solely to indicate this fact.

Received May 23, 2018; revised October 25, 2019; accepted December 2, 2019;

published first December 5, 2019.

AACRJournals.org Cancer Res; 80(4) February 15, 2020 755

DCC and Netrin-1 in Melanoma

on December 2, 2020. © 2020 American Association for Cancer Research. cancerres.aacrjournals.org Downloaded from 

Published OnlineFirst December 5, 2019; DOI: 10.1158/0008-5472.CAN-18-1590 



References
1. Mehlen P, Fearon ER. Role of the dependence receptor DCC in colorectal cancer

pathogenesis. J Clin Oncol 2004;22:3420–8.

2. Takaku K, Oshima M, Miyoshi H, Matsui M, Seldin MF, Taketo MM. Intestinal

tumorigenesis in compoundmutant mice of both Dpc4 (Smad4) and Apc genes.

Cell 1998;92:645–56.

3. Fazeli A, Dickinson SL, Hermiston ML, Tighe RV, Steen RG, Small CG, et al.

Phenotype of mice lacking functional deleted in colorectal cancer (DCC) gene.

Nature 1997;386:796–804.

4. Roush W. Putative cancer gene shows up in development instead. Science 1997;

276:534–5.

5. Krimpenfort P, Song JY, Proost N, Zevenhoven J, Jonkers J, Berns A. Deleted in

colorectal carcinoma suppresses metastasis in p53-deficient mammary tumours.

Nature 2012;482:538–41.

6. Mehlen P, Rabizadeh S, Snipas SJ, Assa-Munt N, Salvesen GS, Bredesen DE. The

DCC gene product induces apoptosis by a mechanism requiring receptor

proteolysis. Nature 1998;395:801–4.

7. Goldschneider D, Mehlen P. Dependence receptors: a new paradigm in cell

signaling and cancer therapy. Oncogene 2010;29:1865–82.

8. Gibert B, Mehlen P. Dependence receptors and cancer: addiction to Trophic

ligands. Cancer Res 2015;75:5171–5.

9. Castets M, Broutier L, Molin Y, Brevet M, Chazot G, Gadot N, et al. DCC

constrains tumour progression via its dependence receptor activity. Nature 2011;

482:534–7.

10. Broutier L, Creveaux M, Vial J, Tortereau A, Delcros JG, Chazot G, et al.

Targeting netrin-1/DCC interaction in diffuse large B-cell and mantle cell

lymphomas. EMBO Mol Med 2016;8:96–104.

11. Wu Z, Makihara S, Yam PT, Teo S, Renier N, Balekoglu N, et al. Long-range

guidance of spinal commissural axons by netrin1 and sonic hedgehog from

midline floor plate cells. Neuron 2019;101:635–47.

12. Serafini T, Kennedy TE, Galko MJ, Mirzayan C, Jessell TM, Tessier-Lavigne M.

The netrins define a family of axon outgrowth-promoting proteins homologous

to C. elegans UNC-6. Cell 1994;78:409–24.

13. Dominici C, Moreno-Bravo JA, Puiggros SR, Rappeneau Q, Rama N, Vieugue P,

et al. Floor-plate-derived netrin-1 is dispensable for commissural axon guidance.

Nature 2017;545:350–4.

14. Moreno-Bravo JA, Roig Puiggros S,Mehlen P, Chedotal A. Synergistic activity of

floor-plate- and ventricular-zone-derived netrin-1 in spinal cord commissural

axon guidance. Neuron 2019;101:625–34.e3.

15. Mehlen P, Delloye-Bourgeois C, Chedotal A. Novel roles for Slits and

netrins: axon guidance cues as anticancer targets? Nat Rev Cancer 2011;

11:188–97.

16. Harter PN, Zinke J, Scholz A, Tichy J, Zachskorn C, KvasnickaHM, et al. Netrin-

1 expression is an independent prognostic factor for poor patient survival in

brain metastases. PLoS One 2014;9:e92311.

17. Dumartin L, Quemener C, Laklai H, Herbert J, Bicknell R, Bousquet C, et al.

Netrin-1 mediates early events in pancreatic adenocarcinoma progression,

acting on tumor and endothelial cells. Gastroenterology 2010;138:1595–606.

18. Fitamant J, Guenebeaud C, Coissieux MM, Guix C, Treilleux I, Scoazec JY,

et al. Netrin-1 expression confers a selective advantage for tumor cell

survival in metastatic breast cancer. Proc Natl Acad Sci U S A 2008;105:

4850–5.

19. Sung PJ, Rama N, Imbach J, Fiore S, Ducarouge B, Neves D, et al. Cancer-

associated fibroblasts produce netrin-1 to control cancer cell plasticity.

Cancer Res 2019;79:3651–61.

20. GrandinM,Mathot P, DevaillyG, Bidet Y,GhantousA, Favrot C, et al. Inhibition

of DNAmethylation promotes breast tumor sensitivity to netrin-1 interference.

EMBO Mol Med 2016;8:863–77.

21. Paradisi A, Creveaux M, Gibert B, Devailly G, Redoulez E, Neves D, et al.

Combining chemotherapeutic agents and netrin-1 interference potentiates

cancer cell death. EMBO Mol Med 2013;5:1821–34.

22. Cassier P, Eberst L, Garin G, Courbebaisse Y, Terret C, Robert M, et al. A first in

human, phase 1 trial of NP137, a first-in-class antibody targeting netrin-1, in

patients with advances refractory solid tumors. Ann Oncol 2019;30 (suppl_5):

v159–v193. DOI: 10.1093/annonc/mdz244.

23. Krauthammer M, Kong Y, Ha BH, Evans P, Bacchiocchi A, McCusker JP, et al.

Exome sequencing identifies recurrent somatic RAC1 mutations in melanoma.

Nat Genet 2012;44:1006–14.

24. Arbiser JL, Bonner MY, Gilbert LC. Targeting the duality of cancer. NPJ Precis

Oncol 2017;1:pii: 23.

25. Pietrobono S,Morandi A, Gagliardi S, Gerlini G, Borgognoni L, Chiarugi P, et al.

Down-regulation of SOX2 underlies the inhibitory effects of the triphenylmeth-

ane gentian violet on melanoma cell self-renewal and survival. J Invest Dermatol

2016;136:2059–69.

26. Slominski AT, Carlson JA. Melanoma resistance: a bright future for

academicians and a challenge for patient advocates. Mayo Clin Proc

2014;89:429–33.

27. Kaufmann S, Kuphal S, Schubert T, Bosserhoff AK. Functional implication of

Netrin expression in malignant melanoma. Cell Oncol 2009;31:415–22.

28. DhomenN, Reis-Filho JS, da RochaDias S,HaywardR, SavageK,DelmasV, et al.

Oncogenic Braf induces melanocyte senescence and melanoma in mice.

Cancer Cell 2009;15:294–303.

29. Yajima I, Belloir E, Bourgeois Y, Kumasaka M, Delmas V, Larue L.

Spatiotemporal gene control by the Cre-ERT2 system in melanocytes.

Genesis 2006;44:34–43.

30. Grandin M, Meier M, Delcros JG, Nikodemus D, Reuten R, Patel TR, et al.

Structural decoding of the netrin-1/UNC5 interaction and its therapeutical

implications in cancers. Cancer Cell 2016;29:173–85.

31. Fearon ER. DCC: is there a connection between tumorigenesis and cell guidance

molecules? Biochim Biophys Acta 1996;1288:M17–23.

32. Lubbe SJ, Escott-Price V, Brice A, Gasser T, Pittman AM, Bras J, et al. Rare

variants analysis of cutaneousmalignantmelanoma genes in Parkinson's disease.

Neurobiol Aging 2016;48:222.

33. Delloye-Bourgeois C, Brambilla E, Coissieux MM, Guenebeaud C, Pedeux R,

Firlej V, et al. Interference with netrin-1 and tumor cell death in non-small cell

lung cancer. J Natl Cancer Inst 2009;101:237–47.

34. Delloye-Bourgeois C, Fitamant J, Paradisi A, Cappellen D, Douc-Rasy S, Raquin

MA, et al. Netrin-1 acts as a survival factor for aggressive neuroblastoma. J Exp

Med 2009;206:833–47.

Cancer Res; 80(4) February 15, 2020 CANCER RESEARCH756

Boussouar et al.

on December 2, 2020. © 2020 American Association for Cancer Research. cancerres.aacrjournals.org Downloaded from 

Published OnlineFirst December 5, 2019; DOI: 10.1158/0008-5472.CAN-18-1590 



2020;80:747-756. Published OnlineFirst December 5, 2019.Cancer Res 

  
Amina Boussouar, Antonin Tortereau, Ambroise Manceau, et al. 
  
Progression
Netrin-1 and Its Receptor DCC Are Causally Implicated in Melanoma

  
Updated version

  
 10.1158/0008-5472.CAN-18-1590doi:

Access the most recent version of this article at:

  
Material

Supplementary

  
 http://cancerres.aacrjournals.org/content/suppl/2019/12/05/0008-5472.CAN-18-1590.DC1

Access the most recent supplemental material at:

  
  

  
  

  
Cited articles

  
 http://cancerres.aacrjournals.org/content/80/4/747.full#ref-list-1

This article cites 34 articles, 8 of which you can access for free at:

  
  

  
E-mail alerts  related to this article or journal.Sign up to receive free email-alerts

  
Subscriptions

Reprints and 

  
.pubs@aacr.org

To order reprints of this article or to subscribe to the journal, contact the AACR Publications Department at

  
Permissions

  
Rightslink site. 
Click on "Request Permissions" which will take you to the Copyright Clearance Center's (CCC)

.http://cancerres.aacrjournals.org/content/80/4/747
To request permission to re-use all or part of this article, use this link

on December 2, 2020. © 2020 American Association for Cancer Research. cancerres.aacrjournals.org Downloaded from 

Published OnlineFirst December 5, 2019; DOI: 10.1158/0008-5472.CAN-18-1590 



Annexes 

 

175 

 

ANNEXE 2 

 

Δ40p53 isoform regulates netrin-1 and its dependence receptor 

UNC5B gene expression, enhancing tumour cell survival 

Running title: Regulation of netrin-1 expression by 40p53 

En soumission 

Yan Sun1, Ambroise Manceau1*, Lucie Cappuccio2*, Valeria Basso1, Hong Wang1, Carine 

Maisse2, Patrick Mehlen1$, and Andrea Paradisi1$ 

 

1Apoptosis, Cancer and Development Laboratory - Equipe labellisée ‘La Ligue’, LabEx 
DEVweCAN, Centre de Recherche en Cancérologie de Lyon, INSERM U1052-CNRS UMR5286, 

Université de Lyon, Université Claude Bernard Lyon1, Centre Léon Bérard, 69008 Lyon, France. 
2IVPC UMR754 INRA, Université de Lyon, Université Claude Bernard Lyon1, EPHE, Lyon, 

France.  
 

*These authors contributed equally to this work 

$Co-senior and Corresponding authors: andrea.paradisi@lyon.unicancer.fr or 

patrick.mehlen@lyon.unicancer.fr. 

 

  

mailto:andrea.paradisi@lyon.unicancer.fr


Annexes 

 

176 

 

ANNEXE 3 

 

Targeting netrin-3 in Small Cell Lung Cancer and 

Neuroblastoma. 

EMBO molecular medicine, en révision 

 

Shan Jiang1*, Mathieu Richaud1*, Pauline Vieugué1*,  Nicolas Rama1, Jean Guy Delcros1,2, Maha 
Siouda3, Mitsuaki Sanada4, Anna-Rita Redavid1, Benjamin Ducarouge5, Silvia Breusa1, Maeva 
Hervieu1, Ambroise Manceau1, Charles-Henry Gattolliat6, Nicolas Gadot7, Valérie Combaret7, David 
Neves5, Sandra Ortiz-Cuaran3, Pierre Saintigny3, Olivier Meurette1, Thomas Walter1,9, Isabelle 
Janoueix-Lerosey9, Paul Hofman10, Peter Mulligan3, David Goldshneider5, Patrick Mehlen1$ and 
Benjamin Gibert1$. 

 

1 Apoptosis, Cancer and Development Laboratory- Equipe labellisée ‘La Ligue’, LabEx DEVweCAN, 
Institut PLAsCAN, Centre de Recherche en Cancérologie de Lyon, INSERM U1052-CNRS 

UMR5286, Université de Lyon, Centre Léon Bérard, 69008 Lyon, France.  
2 Small molecules for biological targets, Centre de Recherche en Cancérologie de Lyon. UMR INSERM 

1052 – CNRS 5286 ISPB Rockefeller. 69008 Lyon, France.  
3 Univ Lyon, Centre Léon Bérard, Centre de Recherche en Cancérologie de Lyon, Université Claude 

Bernard Lyon 1, INSERM 1052, CNRS 5286, Lyon, France.  
4 Toray Industries, Inc., New Frontiers Research Labs, Kanagawa 248-8555, Japan.  
5 Netris Pharma, Lyon, France.  
6 CNRS UMR 8126, University Paris-Sud 11, Institut Gustave Roussy, 114 rue Edouard, Villejuif F-

94805, France.  
7 Centre de Recherche en Cancérologie de Lyon, Centre Léon Bérard, Lyon, France. 
8 Hospices Civils de Lyon, Hôpital Edouard Herriot, Service de Gastroentérologie et d’Oncologie 
Digestive, 69437 Lyon cedex 03, France.  
9 INSERM, U830, Génétique et Biologie des Cancers, Institut Curie, Paris, France. 10 Laboratory of 
Clinical and Experimental Pathology, Université Côte d'Azur, CHU Nice, FHU OncoAge, Pasteur 
Hospital, Nice, France. 

 

$Co-last authors and corresponding authors: P. Mehlen; e-mail: patrick.mehlen@lyon.unicancer.fr and 
B. Gibert e-mail: benjamin.gibert@lyon.unicancer.fr 

 

*  These authors equally contribute to the work 



Annexes 

 

177 

 

 



Annexes 

 

178 

 

Centre de Recherche en Cancérologie de Lyon 

Equipe Récepteurs à dépendance, Cancer et Développement 

UMR INSERM 1052 – CNRS 5286 

Centre Léon Bérard, 28 rue Laennec, 69008, Lyon, France 
 

Appartenant à la famille des récepteurs à dépendance, UNC5B est capable d’induire deux 
signalisations opposées : en présence de son ligand, la nétrine 1, il induit une signalisation de survie cellulaire, de différenciation ou migration, alors qu’en absence du ligand il induit 
activement une signalisation pro-apoptotique. Grâce à cette activité apoptotique, UNC5B agirait 

comme une contrainte de progression pour les tumeurs, en induisant l'apoptose des cellules 

tumorales s'étant développées en l'absence du ligand, et agirait donc comme suppresseur de tumeurs. Au cours de l’échappement tumoral, les cellules tumorales s’adaptent en perdant 

l'expression de UNC5B, en produisant la nétrine 1 de manière autocrine, ou encore en modifiant 

la voie pro-apoptotique en aval du récepteur. Récemment, notre laboratoire a développé un 

anticorps ciblant la nétrine 1, en empêchant sa fixation au récepteur, permettant de favoriser son 

activité pro-apoptotique. Cependant, ce traitement n’est efficace seulement dans les cellules tumorales n’ayant pas subi de modification des voies de signalisation en aval du récepteur. Face 
à cette problématique, le but de ce projet de thèse est de mieux comprendre la signalisation pro-

apoptotique du récepteur à dépendance UNC5B, en identifiant de nouveaux partenaires, et d’apporter un regard nouveau sur les stratégies thérapeutiques déjà existantes. Nos résultats mettent en évidence l’implication d’un complexe faisant intervenir COMMD2 et l’ubiquitine ligase 
E3 CRL3. Après induction de UNC5B, ce complexe va poly-ubiquitiner la protéine anti-

apoptotique Mcl-1 et la mener à sa dégradation par le protéasome, provoquant ainsi l’apoptose 
par perméabilisation mitochondriale. Nous avons pu ainsi imaginer une nouvelle approche thérapeutique, combinant l’interférence à la nétrine-1 avec d’autres agents ciblant les protéines 
anti-apoptotiques de la famille Bcl-2, qui a fourni des résultats encourageants. 

 

Belonging to the dependence receptor family, UNC5B is able to induce two opposite signaling: 

when the ligand, netrin-1, is present, it induces a signalization of cell survival, differentiation or 

migration, whereas in the absence of the ligand it actively induces a pro-apoptotic signaling. 

Because of this pro-apoptotic activity, UNC5B would act as tumor suppressor inducing the 

apoptosis of tumor cells that proliferate in excess compared to the limiting amount of ligand. 

During the tumor progression, tumoral cells escape cell death induced by UNC5B by losing the 

expression of the receptor, by producing netrin-1 in an autocrine way, or by modifying the 

downstream pro-apoptotic pathways. Recently, our lab developed an antibody allowing to target 

netrin-1, by blocking its interaction with the receptor, allowing to enable its pro-apoptotic 

activity. However, this treatment is efficient only in the tumoral cells that are not modified for the 

downstream pro-apoptotic pathways of the receptor. To answer this problem, the goal of my 

thesis is to decipher the pro-apoptotic signaling of the dependence receptor UNC5B by 

identifying new partners, and to bring a new sight on existing therapeutic strategies. Our results 

show the implication of a complex involving COMMD2 and the E3 ubiquitin ligase CRL3.  After 

UNC5B induction, the complex will ubiquitinate the anti-apoptotic protein Mcl-1, and will lead to 

its proteasomal degradation, triggering therefore mitochondrial permeabilization and apoptosis. 

Then, we were able to set up a new therapeutic approach, combining netrin-1 interference with 

other drugs targeting the anti-apoptotic Bcl-2 family, which provides encouraging results. 


