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Résumé/Abstract 

Titre : Rôle de la phosphatase Wip1 dans la nécroptose 

Mots clés : Wip1, Phosphatase, Nécroptose, Mort cellulaire, Cancer 

Indispensable à la signalisation cellulaire, la phosphorylation des protéines joue un rôle clef dans les 

voies de morts cellulaires et est largement décrite dans la littérature s’intéressant aux différentes 

kinases impliquées. A l’inverse, la déphosphorylation des protéines est moins étudiée mais les 

phosphatases jouent un rôle prédominant dans ces mécanismes de morts cellulaires. Nouvelle mort 

cellulaire programmée, la nécroptose se présente comme une mort cellulaire aux fortes propriétés 

immunogènes. L’induction de mort cellulaire immunogène peut être proposée comme stratégie 

thérapeutique afin d’améliorer les traitements anti-cancéreux existants et contourner les 

mécanismes de résistance. Surexprimée dans de nombreux cancers, la phosphatase PPM1D, 

également appelée Wip1, est décrite comme un régulateur majeur des voies de morts cellulaires 

comme l’apoptose, l’autophagie ou la sénescence. Ce travail s’intéresse alors au rôle de la 

phosphatase Wip1 dans la nécroptose. A l’aide de plusieurs modèles cellulaires de déficiences 

génétiques, nous proposons Wip1 comme un régulateur négatif de la nécroptose par son interaction 

avec la kinase RIPK3 dans le noyau. Enfin, l’inhibition de Wip1 est proposée comme une stratégie 

thérapeutique prometteuse afin d’augmenter l’induction de morts cellulaires immunogènes. 

 

 

Title : Role of Wip1 phosphatase in necroptosis 

Keywords : Wip1, Phosphatases, Necroptosis, Cell death, Cancer 

Phosphorylation of critical proteins in cell death pathways is well described in the literature, but 

mostly from the point of kinases. Dephosphorylation is usually studied much less, but phosphatases 

could prevent the execution of suicidal cell death programs. Necroptosis appears as a new type of 

programmed cell death knows for its immunogenic properties. Inducing immunogenic cell death 

could be proposed to improve cancer treatment and avoid multidrug resistance. Overexpressed in 

several cancers, the phosphatase PPM1D, also named Wip1, is described as central regulator of cell 

death pathways such as apoptosis, autophagy or senescence. This work investigates the role of the 

phosphatase Wip1 in the programmed necroptosis cell death. Using several genetically deficient cell 

line models, we propose Wip1 as a negative regulator of necroptosis through its interaction with 

the kinase RIPK3 into the nucleus. Finally, Wip1 inhibition is proposed as a promising therapeutic 

strategy in order to improve immunogenic cell death induction. 
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Introduction 

I. Le cancer 

1. Origine et découverte 

Le cancer est de nos jours un problème majeur de santé publique. Il s’agit en effet de la principale 

cause de décès au sein des pays développés et la seconde dans les pays en voie de développement, 

avec une incidence en constante augmentation1. 

Le cancer est une maladie ancestrale puisque des découvertes paléontologiques témoignent de 

tumeurs chez les animaux avant l’apparition de l’Homme. La première description scientifique du 

cancer a été décrite par Hippocrate, médecin de l’Antiquité, en le nommant carcinome. Le terme 

carcinome prend sa racine du terme grecque Καρκίνος en comparant cette maladie à une crabe qui 

adhère à son environnement avec ses pattes. Plus tard, les médecins Celsus et Galien traduisent alors 

ce terme par les termes latins cancer et oncos (pour gonflement), respectivement2. La compréhension 

du cancer tend à s’améliorer lors de la Renaissance lorsque les premières autopsies ont été réalisées. 

Au 16e siècle, le médecin Paracelsus étudie les tumeurs des travailleurs de mines et suggère alors que 

leur exposition au souffre et à l’arsenic peut causer le développement de cancer. Cette observation a 

anticipé l’avenir de la recherche sur la cancérogénèse chimique, puisqu’il s’agit de la première 

association entre les facteurs environnementaux et le développement de cancer3.  Au fil des siècles, 

de nouvelles observations mettent en évidence le caractère héréditaire du cancer et que celui-ci est 

dû à une transformation cellulaire. Au 18e siècle, plusieurs médecins soutiennent la théorie de 

Paracelsus concernant l’exposition chimique et le développement tumorale notamment avec 

l’exposition au tabac, aux fumées toxiques ou encore certains composés comme l’aniline. Enfin, les 

avancées technologiques majeures en biologie comme l’utilisation du microscope ont permis de 

comprendre histologiquement cette maladie. En effet, son utilisation a permis de démontrer que le 

cancer est le résultat d’une transformation s’opérant dans la cellule mais également qu’elle peut avoir 

une modification de la chromatine. Au 20e siècle, les scientifiques comprennent davantage les 

mécanismes de cancérogénèse et démontrent qu’il s’agit d’un processus multi-étape et 

multifactoriel4,5. 

2. Incidence et prévalence  

Pour estimer l’incidence mondiale du cancer, de nombreuses revues scientifiques s’appuient sur les 

rapports des agences nationales d’informations comme l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), le 

Centre International de recherche sur le cancer (IARC), le GLOBOCAN ou encore l’Agence Américaine 

du Cancer (American Cancer Society). Grâce à ces recueils de données, il a été recensé en 2020 19,3 



21 

 

millions de nouveaux cas et 10 millions de morts liés au cancer à travers le monde. Il est estimé qu’une 

personne sur cinq développe un cancer avant 75 ans et qu’une personne sur dix meurt de cette 

maladie. Le cancer du sein est le cancer le plus diagnostiqué en 2020 avec 2,26 millions de nouveaux 

cas suivi par le cancer du cancer du poumons, 2,21 millions de nouveau cas. Sexes confondus, le cancer 

du poumon est le plus meurtrier, suivi du foie puis de l’estomac. 6,7 L’incidence et la mortalité des dix 

cancers les plus répandus par sexe sont illustrés par la Figure 1. 

 

Figure 1 : Schéma représentant l’incidence et la mortalité des 10 cancers les plus fréquents dans le 
monde, en 2020. Pour chaque sexe ((A) : homme, (B) : femme) la surface du diagramme circulaire reflète 
la proportion du nombre total de cas ou de décès. D’après Bray et al 6. 
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Avec la crise du COVID-19 au début de l’année de 2020, la recherche médicale et les soins médicaux 

mondiaux ont été chamboulés priorisant alors la prise en charge de patient et les thématiques de 

recherche. Cet évènement ne permet alors pas d’avoir de données précises sur l’incidence du cancer 

pour les années 2022. Une prédiction de 34 millions de nouveaux cas est estimée pour 2070, le double 

du nombre estimé pour 2018. L’augmentation la plus importante est projetée dans les pays où l’indice 

de développement humain est élevé. Dans cinquante ans, les nombres du cancer tendent également 

à augmenter notamment par les changements démographiques comme le vieillissement des 

populations dû à une espérance de vie de plus en plus élevée, mais aussi par les changements 

climatiques et l’exposition à l’industrialisation de certaines régions du monde encore non concernées 

auparavent8. 

3. Facteurs de risque et dépistage 

Le cancer est une maladie multifactorielle causée par la combinaison de facteurs génétiques et 

environnementaux 9. Dans cette partie, les facteurs environnementaux seront abordés. Les facteurs 

de risques environnementaux érigés par l’OMS se résument à l’exposition au tabac, la consommation 

d’alcool, une faible activité physique et une mauvaise alimentation. Cependant, le cancer est une 

maladie complexe et les facteurs de risques ne sont pas égaux en fonction du lieu d’habitation et des 

différences interindividuelles. Moins évident, l’expositions à certaines infections biologiques peuvent 

permettre de déclencher un processus de cancérogenèse. En 2008, 16% des cas de cancers avaient été 

associés à des agents infectieux à travers le monde, mais reste plus élevés dans les pays en voie de 

développement. Parmi ces agents infectieux, nous pouvons citer les virus associés aux hépatites B et 

C ou encore les papillomavirus 10. Les carcinogènes environnementaux représentent la dernière classe 

de facteurs de risque. Parmi ces carcinogènes les plus connus on compte l’arsenic, la pollution de l’air, 

le radon ou encore l’amiante, sans oublier l’exposition à certains métaux. L’exposition à ces substances 

est difficile à évaluer notamment dans certains pays où la croissance économique entraîne 

l’urbanisation et l’industrialisation causant une exposition croissante aux risques sanitaires liés à 

l’environnement moderne 11. Enfin, l’agent carcinogène dont tout le monde est exposé causant le 

développant de cancer de la peau reste l’exposition aux rayonnement du soleil 10.  

Grâces aux interventions préventives, 40 à 50% des cancers pourraient être évités au niveau mondial. 

L’intégration de ces mesures dans les plans nationaux de lutte contre le cancer doit devenir une priorité 

puisque des actions préventives rapides promettent de produire des gains à long terme par rapport 

aux dépenses initiales, réduisant ainsi considérablement le fardeau du cancer pour les générations 

futures 8. La prévention du cancer peut alors être classifiée en trois catégories : primaire, secondaire 

et tertiaire. La prévention primaire consiste à modifier et améliorer le mode de vie qui représente un 
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facteur de risque (sédentarité, tabagisme etc.) et à mettre en place des thérapies protectrices comme 

la vaccination qui a pu démontrer son efficacité à long terme.  La prévention secondaire a une action 

dans le contrôle de la carcinogenèse grâce à diverses méthodes. Elles prennent en compte alors la 

détection précoce, le traitement ou l’ablation de lésions précancéreuses. Pour finir, la prévention 

tertiaire est mise en place de traitements après le diagnostic du cancer pour améliorer la qualité de vie 

et la survie du patient 12. 

4. Processus tumoral 

4.a Classification des tumeurs /Nomenclature 

Du fait de leurs hétérogénéités, il est nécessaire pour les professionnels de santé de classer les tumeurs 

afin d’attribuer aux patients la meilleure prise en charge. Communément, les tumeurs sont classées 

de quatre façons 13 :  

• Par localisation selon le tissu et/ou organe atteints : 

Selon cette classification, deux grands groupes se distinguent : les cancers hématologiques et les 

néoplasmes solides. Les néoplasmes solides sont également subdivisés en plusieurs groupes 

regroupant les carcinomes et les sarcomes. Le terme carcinome est appliqué aux cancers qui prennent 

leur origine d’une transformation de cellules épithéliales tandis que les sarcomes résultent d’une 

transformation de cellules des muscles, tissus adipeux, os ou vaisseaux sanguins. 

• Par type spécifique  

• Par leur grade selon la classification de l’OMS 

Cette classification combine à la fois des caractéristiques cytologiques (comme le degré de 

différenciation cellulaire et la dysplasie) et des observations morphologiques et structurelles (comme 

le nombre de mitose et de nécrose). Le grade s’exprime de 1 à 3 où le grade 1 est le plus faible et le 

grade 3 le plus élevé 13. 

• Par leur étendu selon le système de Métastases Ganglionnaires (système TNM) 14. 

Le TNM (« Tumor Node Metastasis ») est un système de classification des tumeurs cancéreuses solides 

de l’Union Internationale Contre le Cancer (UICC) créé en 1958. Il est largement utilisé en oncologie et 

permet aux cliniciens d’avoir un langage universel pour décrire le cancer. Le TNM permet d’évaluer la 

taille ou l’étendue de la tumeur primaire (T), le degré de propagation aux ganglions lymphatiques (N) 

et la présence de métastase (M). Ces trois catégories comportent plusieurs classes numérotées pour 

caractériser le plus précisément le cancer du patient. La taille de la tumeur T est alors notée de T0 

indiquant aucune trace de tumeur puis de T1 à T4 pour identifier la taille et l’extension de la tumeur. 

L’atteinte des ganglions lymphatiques (N) suit la même codification, avec N0 indiquant qu’il n’y a pas 
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de propagation régionale des ganglions, puis de N1 à N3 indiquant le degré de propagation des 

ganglions. De même, la présence de métastases est codifiée par M0 lorsqu’elles sont absentes et M1 

s’il y a des preuves de métastases. Celle-ci peut être subdivisée en fonction de la tumeur pour apporter 

le plus d’informations détaillée 15. 

4.b Notions de proto-oncogène et de gène suppresseur de tumeur 

Conceptuellement, le cancer résulte d’une accumulation de mutations permettant alors à une cellule 

saine de se transformer en cellule tumorale avec pour caractéristique une prolifération anarchique. 

Ces mutations vont avoir lieu dans des proto-oncogènes et gènes suppresseurs de tumeur 16. Dans nos 

cellules, les proto-oncogènes jouent un rôle clef dans la régulation des processus biologiques puisqu’ils 

peuvent agir en tant que facteur de transcription mais également coder de nombreuses protéines 

impliquées dans la transduction de signaux cellulaires comme les kinases ou les facteurs de croissance. 

La mutation d’un proto-oncogène va le transformer en oncogène lui conférant un gain de fonction 

favorisant la multiplication cellulaire et jouant un rôle essentiel dans la pathogenèse du cancer. Parmi 

les mécanismes d’activation des proto-ongènes, on peut retrouver des translocations 

chromosomiques, des mutations ponctuelles et des amplifications génétiques. Aujourd’hui on 

dénombre entre 50 et 60 oncogènes17. Parmi eux, on peut citer l’oncogène MYC (translocation 

chromosomique)18 impliqué dans le lymphome de Burkiit humain, l’oncogène RAS (mutation 

ponctuelle) retrouvé dans de nombreux cancer comme le côlon19 ou encore l’oncogène c-MYC 

(amplification génétique) dans le neuroblastome20.  

D’autre part, le développement du cancer va également être contrôlé par l’expression de gènes 

suppresseurs de tumeurs impliqués dans la croissance et la différenciation cellulaire. Comme leur nom 

l’indique, les gènes suppresseurs de tumeurs forment un vaste ensemble de gènes qui protègent 

l’organisme contre le développement de néoplasme16. Ainsi, l’absence ou l’inactivation de gènes par 

des mutations entraîne le développement tumoral. Parmi ces gènes suppresseurs de tumeur, on peut 

alors citer p53, communément appelés « gardien du génome » ou encore la protéine du 

rétinoblastome Rb 21,22. 

Néanmoins, des mutations dans des oncogènes ou gènes suppresseurs de tumeur ne sont pas les seuls 

évènements dans le développement du cancer. En effet, les auteurs Douglas Hanahan et Robert A. 

Weinburg ont pu définir les « Hallmarks of cancer » au travers de leur travaux décrivant les 

caractéristiques communes aux cellules cancéreuses 23–25(Figure 2). 
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4.c « Hallmarks of cancer » 

Le phénomène de tumorigénèse est un processus multi-étape qui conduit progressivement à la 

transformation de cellules normales en cellules cancéreuses. Malgré sa complexité, le phénomène de 

tumorigénèse peut être réduit à un petit nombre de principes sous-jacents. Au début des années 2000, 

Douglas Hanahan et Robert A. Weinburg ont défini six caractéristiques communes aux cellules 

cancéreuses23. Ces caractéristiques regroupent : l’autosuffisance en signaux de croissance, 

l’insensibilité aux signaux inhibiteur de croissance, la résistance à l'apoptose, un potentiel de 

réplication illimité, l’induction de l’angiogenèse et la capacité à former des métastases (Figure 2). Voici 

une description succincte de ces mécanismes. 

4.c.i Maintien des signaux prolifératifs 

La prolifération anarchique des cellules cancéreuses reste la première caractéristique que l’on peut 

citer pour définir une cellule tumorale. Dans ces cellules, la production et la libération de signaux de 

croissance sont dérégulés entrainant une hyperactivation de leur prolifération. Plusieurs mécanismes 

sont mis en place. Elles peuvent par exemple produire elles-mêmes des ligands de facteurs de 

croissance entraînant une auto-prolifération ou encore envoyer des signaux pour stimuler les cellules 

non tumorales du stroma qui à leur tour produisent des signaux de croissance utilisés par les cellules 

tumorales. Les récepteurs à la surface des cellules cancéreuses peuvent aussi être en grand nombre 

pour capter le maximum de signaux nécessaires à l’hyperprolifération. Intracellulairement, des acteurs 

moléculaires peuvent être surexprimés et activés constitutivement les voies de prolifération sans 

besoin de signaux extracellulaires. L’activation constitutive de ces voies de signalisation est la 

résultante de mutations somatiques intervenant dans les gènes contrôlant la prolifération, le cycle 

cellulaire, ou la production de facteurs de croissance. Dans un état physiologique, des mécanismes de 

rétrocontrôles négatifs interviennent dans le maintien de l’homéostasie et contrôlent la prolifération 

cellulaire. Les cellules tumorales arrivent alors à lever ces voies de rétrocontrôle négatif pour contrôler 

leur prolifération 23,26.  

4.c.ii Insensibilité aux signaux inhibiteurs de croissance 

Afin de maintenir une prolifération constitutive, les cellules tumorales ont acquis la capacité à 

échapper aux signaux régulant négativement la prolifération cellulaire. Ces signaux inhibant la 

croissance et la prolifération sont contrôlés par l’expression de gènes suppresseurs de tumeurs. Les 

freins majeurs à la croissance cellulaire sont des régulateurs directs de la division cellulaire come Rb, 

p53 et les protéines inhibitrices de kinases « cycline-dépendantes » (CDKI) 27–29. Appelée gardien du 

génome, la protéine p53 garantie l’homéostasie tissulaire et la prolifération physiologique en 

détectant par exemple les dommages à l’ADN ou certains stress pouvant altérer la duplication sans 
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erreur du génome, la ségrégation chromosomique ou la division cellulaire. Ces stress cellulaires vont 

activer p53 engendrant la mise en place d’une machinerie complexe d’inhibiteurs du cycle cellulaire et 

dans le cas d’anomalies irréversibles engendrant la mort cellulaire programmée (apoptose)30. Comme 

dit précédemment, ces gènes se retrouvent mutés dans le cancer entraînant alors une absence de 

signaux inhibant la croissance menant aux néoplasmes. En effet, on considère que le gène p53 est 

muté dans 50% des cancers et qu’un grand nombre de tumeurs avec une protéines p53 de type 

sauvage portent des altérations qui compromettant sa signalisation 31.  

4.c.iii Résistance aux morts cellulaires 

Physiologiquement, les cellules dysfonctionnelles possédant des mutations sont éliminées par 

l’organisme selon différents choix de mort cellulaires mais les cellules cancéreuses acquièrent une 

résistance à celles-ci. Le concept selon lequel la mort cellulaire programmée par apoptose constitue 

une barrière naturelle au développement du cancer a largement été démontrée au cours de ces 

dernières décennies 32. En effet, dans les cellules tumorales, les gènes pro-apoptotiques contrôlant 

l’induction d’apoptose comme Bax peuvent être diminués tandis que ceux empêchant l’apoptose, les 

gènes anti-apoptotiques comme Bcl-2 peuvent être surexprimés 33. Comme dit précédemment, la 

protéine p53 régule également l’induction d’apoptose lors de stress. En cas de perte de fonctionnalité 

de p53, les cellules ne vont plus mourir par apoptose entrainant leur prolifération en accumulant des 

dommages à l’ADN, pouvant aboutir au développement d’une tumeur 34. 

L’apoptose n’est pas la seule mort cellulaire auxquelles les cellules cancéreuses acquièrent une 

résistance. En effet, l’autophagie, la pyroptose, la ferroptose ou encore la nécroptose peuvent être 

dérégulées afin d’entraîner le développement tumorale 35. Ces résistances aux différentes morts 

cellulaires seront explorées plus en détail dans la suite de ce document. 

4.c.iv Potentiel de réplication illimité 

L’immortalisation des cellules cancéreuses leur confère un pouvoir réplicatif illimité et un 

échappement aux signaux de morts cellulaires. L’un des marqueurs prédominants dans le pouvoir 

réplicatif des cellules cancéreuses est notamment dû à l’activation exacerbée de télomérases36. Les 

télomères sont des complexe ADN-protéines (nucléoprotéines) répétables présents aux extrémités des 

chromosomes qui enregistrent chaque cycle de division cellulaire. Les télomères ont une fonction de 

protection car ils s’érodent au cours de chaque division, perdent leur fonction protectrice et mènent 

la cellule à un état de crise 37. Quand un certain seuil d’érosion est atteint, la protéine p53 est recrutée 

et provoque l’arrêt du cycle cellulaire ou l’apoptose des cellules. Contourner cette réponse inhibitrice 

induite par p53 permet aux cellules tumorales dont les télomères s’érodent d’ignorer les points de 

contrôle des « télomères courts » et continuer à proliférer mais de façon transitoire 38. Inévitablement, 
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l’érosion des télomères entraîne la perte des nucléoprotéines protégeant les extrémités des 

chromosomes et provoque des catastrophes mitotiques menant à la mort cellulaire. Les cellules 

tumorales contournent cette barrière en activant un système d’entretien et d’extension des 

télomères, normalement utilisé dans les fonctions réplicatives embryonnaires et des cellules souches 

39. Ce système implique l’expression exacerbée de la télomérase, enzyme responsable de l’extension 

des télomères et permet aux cellules cancéreuses de se multiplier à l’infini40. Diagnostiquer 

l’expression de ces télomérases et les cibler constituent un des axes de la prise du cancer 41.  

4.c.v Induction de l’angiogenèse 

Une tumeur peut être considérée comme un organe ou un tissu et a donc besoin de nutriments et 

oxygène pour survivre, croître et éliminer les déchets métaboliques. Ainsi, la tumeur comporte un 

réseau de vaisseaux sanguins et sa capacité à former de nouveaux vaisseaux est appelée l’angiogenèse 

42. L’angiogenèse est dirigée par l’expression de multiple facteurs comme le facteur de croissance 

endothéliale vasculaire A, VEGF-A et est réprimé par la thrombospondine-1 TSP-1 43–45. L’importance 

de l’angiogenèse dans le développement tumoral est connu depuis plusieurs années et a permis la 

mise en place de nouvelles stratégies thérapeutiques comme le développement d’inhibiteurs 

spécifiques de la voie VEGF/VEGFR utilisés aujourd’hui en clinique 46,47.  

4.c.vi Capacité d’invasion et de formation de métastases 

Pendant longtemps, il était connu que la présence de métastases reflétait la gravité de la maladie, mais 

le mécanisme par lequel les cellules pouvaient se dissocier de la matrice extracellulaire et envahir les 

tissus voisins était inconnu. Par la suite, il a été découvert que l’un des principaux modes d’action 

s’opère par la perte de la E-cadhérine, molécule d’adhésion entre cellules. Ainsi, il est souvent observé 

dans les cancers des mutations et inactivations de la E-cadhérine permettant ainsi aux cellules de se 

dissocier 48. Le processus d’invasion et de métastase peut être décrit en plusieurs étapes clefs : 1) 

invasion locale, 2) intravasion des cellules tumorales dans les vaisseaux sanguins et lymphatiques, 3) 

le transport des cellules tumorales par ces vaisseaux, 4) extravasion des cellules des vaisseaux aux 

tissus sains, 5) colonisation faisant référence à la croissance de ces métastases 49,50. L’un des marqueurs 

majeurs de la capacité d’invasion et la formation de métastases est la transition épithélio-

mésenchymateuse (TEM). Le cellules soumis à la TEM vont alors exhiber de nombreux changements 

morphologiques comme la diminution de marqueurs de cellules épithéliales et une augmentation de 

marqueurs mésenchymateux qui sont régulés par de nombreux facteurs de transcription come SNAIL, 

TWIST et ZEB 49. 

Ces six caractéristiques décrites en 2001 ont été complétées en 2011 en définissant quatre nouvelles 

caractéristiques à savoir la dérégulation du métabolisme énergétique cellulaire, l’instabilité 
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génomique, l’échappement au système immunitaire et la promotion d’un environnement pro 

inflammatoire 24. Voici une description succincte de ces mécanismes. 

4.c.vii Instabilité génomique et mutations 

L’instabilité génomique et les mutations au sein des gènes favorisant l’acquisition de propriétés 

cancéreuses sont la principale modalité nécessaire à la transformation tumorale. Physiologiquement, 

l’organisme est capable de reconnaitre et corriger les altérations de l’ADN afin de maintenir le contenu 

en ADN et empêcher l’apparition de clones cellulaires à l’ADN muté notamment avec les gènes 

suppresseurs de tumeurs comme p53. Dans les cellules cancéreuses, les systèmes de détection et 

réparation à l’ADN sont modifiés de façon à ce que les mutations s’accumulent. Ces systèmes sont 

souvent régulés par des gènes suppresseurs de tumeur comme p53 qui vont alors être inactivés par 

mutation ou encore par répression épigénétique 34. Grâce aux développements de technologies de 

séquençage à haut débit (NGS), l’importance de ces nombreuses mutations dans le processus de 

tumorigenèse est reconnue. Par exemple, le consortium PanCancer mis en place par le National Cancer 

Institute (NCI) a publié une analyse de 33 types de cancers chez plus de 10 000 patients, classant les 

cancers selon leur constitution cellulaire et génétique 51. Cette étude a permis d’identifier des relations 

moléculaires dans la diversité des cancers afin d’adapter les traitements thérapeutiques selon les 

mutations retrouvées. Ce consortium a alors pu identifier environ 300 gènes responsables de la 

croissance tumorale.  

4.c.viii Inflammation favorisant la tumeur 

Hormis les cellules tumorales, la tumeur contient d’autres types cellulaires dont les cellules du système 

immunitaire qui peuvent jouer un rôle anti ou pro-tumorale. Au début du 20e siècle, il était incompris 

comment l’inflammation associée à la tumeur avait un effet positif sur le développement tumoral et 

favorisait son expansion. Après plusieurs années de recherche, les études ont pu montrer un rôle 

pléiotrope de l’inflammation puisqu’elle contribue et participe dans de nombreuses autres 

« hallmarks » des cellules tumorales24,52. L’inflammation peut permettre le relargage de molécules 

bioactives dans l’environnement comme des facteurs de croissance qui vont maintenir les voies 

impliquées dans la prolifération, des facteurs de survie qui limitent la mort cellulaire, des enzymes qui 

vont promouvoir l’angiogenèse, l’invasion, la formation de métastases etc… 52 L’inflammation peut 

également participer à l’évolution génétique des cellules tumorales avec le relargage d’espèces 

réactives de l’oxygène (ROS) qui sont activement mutagènes 53. L’inflammation peut également 

grandement participer à une caractéristique majeure des cellules tumorales, à savoir l’échappement 

du système immunitaire qui sera décrit par la suite 54.  
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4.c.ix Dérégulation du métabolisme énergétique 

La multiplication incontrôlée des cellules cancéreuses n’est pas seulement la résultante d’une 

dérégulation des mécanismes de prolifération mais résulte également d’une adaptation du 

métabolisme énergétique dont le métabolisme glucidique 55. Physiologiquement en conditions 

aérobies, pour produire de l’énergie, les cellules réalisent la glycolyse en convertissant le glucose en 

pyruvate dans le cytosol puis en dioxyde de carbone dans les mitochondries. Lors de la glycolyse 

aérobie, on observe une faible production de lactate. En absence d’oxygène, soit en condition 

anaérobie, la glycolyse est toujours privilégiée mais son rendement énergétique est moins rentable 

qu’en condition aérobie et entraîne une forte production de lactate induisant une acidification de 

l’environnement extracellulaire qui peut à forte dose être délétère. Dans la tumeur, on observe une 

concentration anormalement élevée de lactate dû à l’effet Warburg. En effet, même en présence d’une 

grande quantité d’oxygène, les cellules cancéreuses se caractérisent par des niveaux élevés 

d’absorption du glucose et une conversion accrue du glucose en lactate via la glycolyse dite aérobie. 

Cette forte capacité à capter le glucose est aujourd’hui utilisée dans le diagnostic clinique avec le PET 

scan (tomographie par émission de position) afin de localiser les tumeurs. L’analogue radiomarqué du 

glucose, le FDG est utilisé comme traceur. En effet, il se fixe aux récepteurs du glucose des cellules 

cancéreuses et permet ainsi par imagerie de localiser ces cellules tumorales56. Dans les tumeurs, 

l’hypoxie s’observe fréquemment et est généralement associée à une augmentation des transporteurs 

au glucose et des enzymes de la voie glycolytique dans les cellules cancéreuses. L’augmentation de ces 

marqueurs est alors régulée par des mutations dans des proto-oncogènes et gènes suppresseurs de 

tumeurs 57.  Dans les cellules cancéreuses, d’autres métabolises énergétiques sont dérégulés comme 

le métabolisme lipidique 58 ou encore le métabolisme des acides aminés 59.  

4.c.x Echappement au système immunitaire 

Le rôle du système immunitaire dans la formation tumorale jusqu’en 2011 était encore une question 

non résolue, à savoir s’il était impliqué dans l’éradication de la tumeur ou bien dans sa progression. La 

théorie de l’immunosurveillance propose que le système immunitaire est capable de reconnaître et 

éliminer la majorité des cellules cancéreuses et tumeurs naissantes 54. A partir de cette théorie, les 

tumeurs que l’on observe ont échappé à ce système de détection empêchant alors leur élimination 

par le système immunitaire 60,61. Cette partie sera détaillée ultérieurement.  

Enfin, en 2022, les hallmarks sont de nouveaux compléter par quatre nouveaux marqueurs communs 

aux cellules cancéreuses. Ainsi, s’ajoute la plasticité phénotypique, la reprogrammation épigénétique 

non mutationnelle, le polymorphisme du microbiote et la sénescence des cellules. Voici une 

description succincte de ces mécanismes 25. 
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4.c.xi Plasticité phénotypique 

Mis à part les cellules progénitrices dotées d’une plasticité, les cellules participant au développement 

et organisation du tissu sont définies par une différenciation terminale leur conférant leur propriété 

fonctionnelle. En effet, les cellules à leur état final de différenciation ne sont pas capables de proliférer, 

à l’inverse des cellules composant une tumeur. Ainsi, inverser cet état de différenciation cellulaire 

terminale et posséder des capacités de plasticité cellulaire semblent être un mécanisme mis en place 

par les cellules cancéreuses 62. Plusieurs plasticités dans le cancer sont observées à savoir une capacité 

de dédifférenciation, un blocage de différenciation ou encore une transdifférenciation.  

Les mécanismes de dédifférenciation s’observent notamment dans la carcinogenèse colorectale où les 

cellules épithéliales du colon vont se dédifférencier et exprimer des marqueurs normalement 

retrouvés dans les progéniteurs. De plus, des études ont pu montrer que la capacité de 

dédifférenciation des cellules cancéreuses peut être associée à un mauvais pronostic dans certains 

cancers 63,64. 

Par ailleurs, la capacité des cellules tumorales à bloquer leur différenciation va également être une 

signature de celles-ci. Généralement, le blocage de différenciation des cellules va les mener à rester 

bloquer au stade de progéniteurs non différenciés aux fortes capacités réplicatives. On peut observer 

cela par exemple dans la leucémie aiguë pro myélocytaire où à la suite d’une translocation 

chromosomique, les progéniteurs myéloïdes ont perdu la capacité à se différencier en granulocyte 

menant à l’accumulation de progéniteurs non différenciés. Le blocage de différenciation est également 

observé dans d’autres cancers comme dans le mélanome, celui du pancréas ou encore celui du foie 

25,65.  

Retrouvés dans les cas de métaplasies tissulaires, des états cellulaires de transdifférenciation sont 

observés dans le cancer. Cela s’observe notamment dans le développement de l’adénocarcinome 

canalaire pancréatique où les cellules acineuses pancréatiques peuvent se transdifférencier en un 

phénotype de cellules canalaires lors de l’initiation du développement de la tumeur. La 

transdifférenciation s’observe également dans les résistances aux traitements anti-cancéreux 62,66.  

4.c.xii Reprogrammation épigénétique non mutationnelle 

Comme citées précédemment, l’instabilité et les mutations du génome constituent le concept principal 

responsable du développement tumoral. Il est maintenant bien connu que les mécanismes 

épigénétiques jouent un rôle clef durant le développement embryonnaire ou encore dans la 

différenciation et l’organogenèse 67. Ces modifications épigénétiques implique des changements 

structurelles au sein des acides nucléiques et des histones conférant une structure de chromatine 

différente et comprend trois mécanismes moléculaires majeurs : la méthylation de l’ADN, la 
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modifications des histones et les modèles de modélisation des nucléosomes 68. Avec les avancées 

technologiques, il est maintenant reconnu que des modifications épigénétiques comme l’accès à la 

chromatine, la modification des histones, la modification de la méthylation de l’ADN, les modifications 

post-transcriptionnelles et d’autres sont impliqués dans la formation de néoplasme. Ainsi, l’histone 

H1.0 est retrouvé diminuée dans de nombreuses cellules tumorales de divers types de cancers et cette 

modification est associée à un mauvais pronostic chez les patients 69. Des modifications épigénétiques 

non mutationnelles sont également observées dans les cellules du microenvironnement tumoral 

comme les cellules immunitaires, les péricytes, cellules endothéliales etc… Dans ces cellules, ces 

modifications vont alors leur permettre de participer au processus de tumorigenèse 70.  Enfin, les 

modifications épigénétiques peuvent également être utilisées comme biomarqueurs. Premier cancer 

masculin, le cancer de la prostate présente chez 95% des patients une expression accrue de PCA3 que 

l’on retrouve dans le sang et est utilisé à des fins de diagnostic 68. 

4.c.xiii Polymorphisme du microbiome :  

Aujourd’hui, de multiples études ont mis en exergue le fait que la variabilité polymorphe des 

microbiomes entre les individus d’une population peut avoir un impact profond sur les phénotypes du 

cancer 71. Connu depuis longtemps pour avoir son importance au niveau de l’homéostasie intestinale, 

le microbiome joue un rôle dans de nombreuses pathologies. Au niveau du cancer, certaines 

expériences de transplantation de fèces d’individus atteints de cancer colorectal à un individu sain 

prédisposent au développement de ce cancer. De là découle deux concepts sous-jacents : un effet 

protecteur du microbiome et un effet pro-tumoral de certaines souches de bactéries 72. En effet, le 

relargage de toxines et d’autres molécules des bactéries sont capables d’altérer l’ADN des cellules de 

l’épithélium intestinal et ainsi induire de nombreuses mutations 73. De plus, les bactéries ont la capacité 

de se fixer à la surface de cellules épithéliales et produire des ligands mimant des signaux de 

prolifération, caractéristiques des cellules cancéreuses. Les bactéries sont également capables de 

synthétiser certains métabolites impliqués dans la cancérogenèse. Par ailleurs, les bactéries arrivent 

également à moduler l’effet du système immunitaire 74. 

Au niveau de la tumeur, des études ont pu démontrer la présence de bactéries. Ainsi, une étude 

portant sur l’analyse de 1526 tumeurs de sept types différents a montré que chaque type était 

caractérisé par un microbiome distinctif largement localisé à l’intérieur des cellules cancéreuses et des 

cellules immunitaires et qu’au sein de chaque type de tumeur, des variations du microbiome ont été 

observées 75. Un défi important pour l'avenir sera d'étendre ces implications à d'autres types de 

tumeurs et de de déchiffrer les contributions potentiellement séparables de la constitution et de la 

variation du microbiome tumoral à celles du microbiome intestinal (et du tissu local d'origine), 
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potentiellement en identifiant des espèces microbiennes fonctionnellement influentes à un endroit ou 

à un autre 25.  

4.c.xiv Senescence 

Par définition, la sénescence est le processus du vieillissement cellulaire se traduisant par un arrêt 

irréversible de la prolifération. Il s’agit probablement d’une évolution d’un mécanisme de protection 

pour maintenir l’homéostasie tissulaire de façon complémentaire aux diverses formes de morts 

cellulaires et protéger l’organisme des cellules dysfonctionnelles. La sénescence se caractérise donc 

par un arrêt du cycle cellulaire qui induit des changements morphologiques et métaboliques des 

cellules et active un phénotype sécrétoire associé à la sénescence impliquant le relargage de 

nombreuses protéines bioactives, cytokines ou chimiokines. Divers stimuli induisent la sénescence 

comme le stress lié aux dommages à l’ADN 76. Pendant longtemps considérée comme une protection, 

l’induction de la senescence des cellules était considérée comme anti-tumorale empêchant ainsi la 

prolifération anarchique des cellules tumorales 77. Cependant, des études ont pu montrer que les 

molécules sécrétées par les cellules sénescentes (SASP pour senescence-associated secretory 

phenotype) peuvent avoir un effet pro-tumorale notamment en promouvant l’angiogenèse, 

l’échappement à l’apoptose et la prolifération des cellules du microenvironnement tumorale 78.  

 

 

 

Figure 2 : Les caractéristiques du cancer. D’après Hanahan  et Weinberg25. 
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4.d Transformation cellulaire : initiation, promotion, progression 

Le cancer est donc la résultante de nombreuses altérations cellulaires et son processus peut se 

résumer à trois processus fondamentaux : initiation, promotion, progression 79. 

o Initiation 

L’initiation correspond à la première étape de la carcinogenèse. L’initiation induit une altération, une 

modification de gènes qui peuvent apparaître spontanément ou après l’exposition d’agents 

carcinogènes appelés « agents initiateurs ». Ces dommages à l’ADN sont irréversibles et seront 

transmis aux cellules filles lors des phénomènes de réplication 80. 

o Promotion 

L’étape de promotion va correspondre à la sélection clonale des cellules mutées qui ont subi l’étape 

d’initiation. Dans cette étape, les agents dit « promoteurs » ne sont pas mutagènes (à l’inverse de ceux 

dit « initiateurs ») et ne sont pas forcément carcinogènes lorsqu’ils ne sont pas associés à un autre 

agent. Ces agents sont caractérisés par leur capacité à réduire le temps entre l’exposition aux agents 

initiateurs et le développement de la tumeur ou augmenter le nombre de tumeurs déjà formées dans 

un tissu. Il existe deux catégories de promoteurs : ceux spécifiques qui interagissent directement aux 

récepteurs membranaires ou dans une cible cellulaire, et ceux non spécifiques qui altèrent l’expression 

de gènes sans agir sur un récepteur connu 81. 

o Progression 

La phase de progression représente l’étape finale de la transformation néoplasique où les cellules 

tumorales acquièrent un phénotype malin. Dans cette étape, les cellules acquièrent de nombreuses 

signatures des cellules cancéreuses comme une forte instabilité génomique, le potentiel de réplication 

illimité ou encore l’angiogenèse et le phénomène d’invasion. En effet, lors de la progression, les 

cellules tumorales présentent un phénotype agressif où elles vont alors induire le développement et 

la croissance de la tumeur puis également envahir des tissus environnants 79,82,83. 

4.e Concept de l’immunoediting : élimination, équilibre, échappement 

La participation du système immunitaire dans la cancérogenèse est reconnue depuis le 20e siècle 

notamment avec le prix Nobel de physiologie ou médecine décerné au médecin Paul Ehrich qui émit 

l’hypothèse que le système immunitaire est capable de réprimer le développement tumoral 84.  

En 1970, le concept de l’immunosurveillance suggère que l’action du système immunitaire peut 

prévenir le développement du cancer en contrôlant, détectant et éliminant les cellules tumorales 85. 

Plus récemment, des travaux ont montré que le système immunitaire ne protège pas seulement l’hôte 
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contre la formation de tumeur mais contribue aussi à l’immunogénicité tumorale. Ces résultats sont à 

la base du concept de l’immunoediting proposé par Schreiber en 2011 54 illustré en Figure 3.  

 

Figure 3 : Concept de l'immunoediting des tumeurs. L’Immunoediting se compose de trois phases 
successives : l’élimination, l’équilibre et l’échappement. Pendant la phase d’élimination, l’immunité 
innée et adaptative coopèrent pour éliminer les tumeurs qui se développement, même si celles-ci sont 
cliniquement invisibles. Si les cellules tumorales ne sont pas détruites, elles peuvent entrer dans la phase 
d’équilibre où l’immunité adaptative joue un rôle déterminant. Les lymphocytes T CD4+/8+, l’IL -12 et 
l’IFNγ sont nécessaires pour maintenir la dormance des cellules cancéreuses. Cependant, 
l’immunogénicité des tumeurs durant cette phase est modifiée. En conséquence de la pression de 
sélection immunitaire constante exercée sur les cellules tumorales maintenues en dorma nce, des 
« variants » de cellules tumorales peuvent apparaître. Ces clones tumoraux ont plusieurs mécanismes 
d’actions : (i) ne plus être reconnus par l’immunité adaptative (e.g. perte d'antigène (Ag), de CMH), (ii) 
devenir insensibles à la réponse immunitaire, ou (iii) induire un état immunosuppresseur dans le 
microenvironnement tumoral. Ces cellules cancéreuses entrent ensuite dans la phase d’échappement où 
leur croissance n’est plus réprimée par l’immunité. Ces cellules tumorales apparaissent et provoque nt 

une maladie cliniquement apparente. D’après Schreiber et al, 201154. 

L’immunoediting est un processus complexe qui se compose de trois phases : une phase d’élimination, 

une phase d’équilibre et une phase d’échappement. La phase d’élimination est la phase où 

l’immunosurveillance se met en place. Les acteurs de la réponse immunitaire innée et adaptative 

coopèrent pour détecter et éliminer la présence de cellules tumorales. Si la destruction des cellules 

tumorales est totale, la phase d’élimination représente un point final de l’immunoediting. Durant la 
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phase d’équilibre, les cellules malignes qui ont échappé à la phase d'élimination et qui ont un 

phénotype non immunogène sont sélectionnées pour la croissance. Il s’agit du plus long des trois 

processus d'immunoediting du cancer et peut survenir sur une période de plusieurs années. Lors de la 

phase d'échappement, les cellules tumorales ne sont plus réprimées et continuent de croître de 

manière incontrôlée. Plusieurs mécanismes conduisent à l’échappement tumorale et à la résistance 

des cellules cancéreuses au système immunitaire. On peut notamment citer la réduction ou perte 

d'expression des molécules du CMH classique de classe I par les cellules cancéreuses qui sont 

essentielles au bon fonctionnement des lymphocytes T, mais aussi le développement d'un 

microenvironnement pro-tumoral qui exerce un effet suppresseur sur le système immunitaire et agit 

comme une barrière protectrice pour les cellules cancéreuses 86. 

II. Thérapies anticancéreuses  

Appelée la maladie du siècle, le cancer touche un grand nombre de personnes à travers le monde et 

son traitement représente alors un axe important de la recherche médicale mondiale. Par sa 

complexité, les thérapies anticancéreuses sont multiples et ont évolué au cours du temps afin de 

choisir aujourd’hui le meilleur traitement pour chaque patient 87.   

Pendant plusieurs décennies, les traitements conventionnels anticancéreux ont été la chirurgie, la 

radiothérapie et la chimiothérapie. A un stade précoce, la chirurgie, consistant à l’exérèse de la 

tumeur, est le premier recours efficace pour éradiquer celle-ci. Dans de nombreux cas, la chirurgie est 

couplée à la radiothérapie et/ou la chimiothérapie afin de limiter l’expansion de la tumeur primaire et 

éliminer ou prévenir les potentielles cellules cancéreuses restantes dans l’organisme 88. Par ailleurs, 

l’utilisation de ces agents cytotoxiques exerce de nombreux effets secondaires avec notamment une 

toxicité sur les cellules saines et le développement de mécanismes de résistance aux chimiothérapies 

par les cellules cancéreuses 87. Grâce aux avancées technologiques et l’enrichissement des 

connaissances, de nouvelles thérapies dites ciblées sont apparues. Contrairement aux chimiothérapies 

cytotoxiques, ces thérapies visent à comprendre les mécanismes moléculaires responsables de la 

transformation néoplasique et identifier de nouvelles cibles pour les bloquer. L’utilisation d’inhibiteurs 

sélectifs des tyrosines kinases ou l’administration d’anticorps monoclonaux sont des exemples 

courants de thérapies ciblées utilisées en clinique. La thérapie ciblée agit uniquement sur les cellules 

malignes en agissant sur les changements qui les aident à croître, se diviser et se répandre 87. En 

parallèle, de nouvelles approches comme l’immunothérapie vont être recommandées afin d’éliminer 

toutes les cellules tumorales par activation du système immunitaire. 



36 

 

1. Les diverses chimiothérapies 

Le terme « chimiothérapie » a été inventé par Paul Ehrlich, chimiste qui étudiait l’utilisation de 

médicaments contre les maladies infectieuses 89. La chimiothérapie a pour but d’inhiber la prolifération 

des cellules tumorales et empêcher leur propagation et formation de métastases. Pour cela, plusieurs 

classes de chimiothérapies existent et sont classées selon leur mode d’action. Le plus souvent, les 

agents chimiothérapies agissent au niveau de la réplication et fonction des cellules tumorales en 

agissant notamment sur la synthèse de l’ADN, de l’ARN et des protéines.  Le but ultime des agents 

chimiothérapeutiques est alors d’induire la mort des cellules cancéreuses soit par effet direct ou bien 

par le déclenchement de l’apoptose. Avec les chimiothérapies traditionnelles, seulement une partie 

des cellules cancéreuses peuvent être touchées nécessitant alors une répétition du traitement pour 

obtenir une réponse optimale. Il est alors courant de combiner plusieurs chimiothérapies pour obtenir 

la meilleure réponse thérapeutique chez les patients. La chimiothérapie peut être utilisée en contexte 

néoadjuvant, adjuvant, combinée et métastatique. Le traitement néoadjuvant est utilisé avant un 

traitement primaire comme une chirurgie alors que le traitement adjuvant est administré en plus de 

la thérapie initiale afin d’éliminer les cellules tumorales restantes 90. 

Comme dit précédemment, les agents chimiothérapeutiques peuvent être classés selon différentes 

façons. Ici, nous classerons les agents chimiothérapeutiques selon cinq catégories : les agents 

alkylants, les antimétabolites, les inhibiteurs du fuseau mitotique, les inhibiteurs de topoisomérases 

et les autres 91.   

1.a Les agents alkylants 

Les agents alkylants sont utilisés comme agent anticancéreux car ils ont la capacité d’interférer avec la 

formation et la liaison du double brin d’ADN. Chimiquement, ces agents transfèrent un groupe alkyle 

(Cn H2n+1) au niveau d’une base guanine de l’ADN empêchant alors la réplication et la transcription. 

Les agents alkylants regroupent alors plusieurs molécules : les moutardes azotées (bendamustine, 

cyclophosphamide, ifosfamide), les nitrosourés (carmustine, lomustine), les analogues de platine 

(carboplatine, cisplatine, oxaliplatine), les triazènes (dacarbazine, procarbazine, témozolomide), le 

sulfonate d’alkyle (busulfan) et les éthylèneimine (Thiotépa) 92. 

1.b Les antimétabolites 

Les antimétabolites sont des agents cancéreux qui bloquent également la transcription des cellules. 

Comme leur nom l’indique, les antimétabolites miment la structure des métabolites physiologiques et 

vont être utilisés dans les voies de signalisation et ainsi bloquer la multiplication des cellules 

cancéreuses. Les principaux antimétabolites regroupent les analogues de folates (Aminoptérine et 
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Méthotrexate), les analogues de purines (Mercaptopurine) ou encore les analogues de pyrimidine 

(Fluorouracil (5-FU), Gemcitabine, Capecitabine) 87.  

Prenons comme exemple le 5-FU. Le 5-FU fait partie des antimétabolites de la classe des 

fluoropyrimidines, développé il y a plus de 60 ans et c’est sa capacité à être métabolisé par les cellules 

qui le rend cytotoxique. Cet analogue fluoré de l’uracile, possède deux modes d’actions. Le premier 

conduit à la formation ribo- et désoxyribo-nucléosides, puis de nucléotides triphosphates pouvant 

s’incorporer dans l’ADN et l’ARN produisant alors des erreurs de lecture bloquant la synthèse de 

protéines. Le second et mécanisme majeur conduit à l’inhibition de la thymidylate synthétase, enzyme 

permettant la synthèse de novo de la thymidine, par le 5-fluorodéoxyuridine monophosphate 

(FdUMP). Cela entraîne alors un déséquilibre dans le pool des nucléotides et à terme l’inhibition de la 

synthèse d’ADN et l’induction d’apoptose 93. 

1.c Les inhibiteurs du fuseau mitotique 

Les Vinca alcaloïdes comme la Vinblastine et les taxanes comme le docétaxel et le placlitaxel vont 

entraîner l’arrêt de la division des cellules. En effet, ces molécules agissent au niveau des microtubules 

du fuseau mitotique empêchant la séparation des chromosomes lors de la mitose menant alors à la 

mort cellulaire 91. 

1.d Les inhibiteurs de topoisomérase I et II 

Comme expliquer précédemment, les topoisomérases jouent un rôle clef lors de la division cellulaire. 

Les inhibiteurs de topoisomérase inhibent alors l’activité de ces enzymes empêchant la réplication et 

induisant de nombreux dommages à l’ADN, menant à termes à la mort cellulaire. Parmi les inhibiteurs 

de topoisomérase I on retrouve l’irinotécan et le topotécan et on peut citer pour les inhibiteurs de 

topoisomérase II l’étoposide et le teniposide 91.  

1.e Autres agents chimiothérapeutiques 

Dans cette sous-catégorie, des agents chimiothérapeutiques aux mécanismes d’actions différents sont 

alors regroupés. Parmi eux, on retrouve les antibiotiques antitumoraux comme les anthracyclines avec 

la doxorubicine. La doxorubicine agit également au niveau de la topoisomérase II empêchant 

également la réplication cellulaire. La doxorubicine peut également induire la production de ROS, des 

dommages dans l’ADN mitochondriales et induire l’apoptose des cellules 94. La bléomycine est 

également un autre antibiotique utilisé comme anti-cancéreux. La bléomycine est un chélateur des 

ions fer qui serait alors responsable du relargage de radicaux libres superoxydes et hydroxydes venant 

s’intercaler dans l’ADN provoquant une scission 92. Ensuite, les inhibiteurs de protéasome sont utilisés 

comme traitement comme le Bortezomib ou le Carfilzomib qui comme leur nom l’indique inhibe le 
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protéasome empêchant la dégradation de certains facteurs pro-apoptotiques favorisant alors 

l’apoptose des cellules cancéreuses. D’autres inhibiteurs sont utilisés comme les inhibiteurs de 

tyrosines kinases tel que l’imatinib et l’erlotinib qui vont alors inhiber l’activité enzymatique de 

nombreuses kinases impliquées dans les voie de signaliser dérégulées dans les cellules cancéreuses 

87,91.  

2. Thérapies ciblées   

De nombreuses études statistiques montrent que la mortalité des patients atteints de cancer est due 

à une résistance aux traitements. La résistance aux chimiothérapies résulte de différents mécanismes 

mis en place par les cellules cancéreuses comme un efflux accru des traitements, des mutations 

génétiques et épigénétiques, des facteurs de croissance ou encore un métabolisme élevé des 

xénobiotiques. Afin de palier à ce phénomène de résistance aux chimiothérapies, le développement 

de thérapies ciblées propose une réelle alternative thérapeutique. Grâce au NGS, les mutations des 

cellules cancéreuses pour chaque patient peuvent être caractérisées et ciblées à l’aide de traitements 

adéquats. Ainsi, à l’inverse d’une chimiothérapie, une thérapie ciblée agira aux niveaux de cellules 

cancéreuses et ne sera pas toxique pour les cellules environnantes. Ces traitements sont permis 

notamment grâce aux anticorps monoclonaux ou des médicaments dits « à petites molécules » 91,95. 

2.a Anticorps monoclonaux 

Parmi les immunoglobulines, les IgG sont généralement les plus utilisées pour les anticorps 

monoclonaux car elles peuvent interagir directement avec les récepteurs Fc retrouvés à la surface des 

cellules immunitaires comme les cellules Natural Killer (NK), les neutrophiles, les monocytes, les 

cellules dendritiques et les éosinophiles afin de moduler leur fonction. Pour éliminer les cellules 

cancéreuses, les thérapies utilisant des anticorps possèdent diverses modes d’actions. En effet, le 

mécanisme direct par lequel les anticorps monoclonaux peuvent éliminer les cellules tumorales 

consiste à interagir et bloquer un récepteur aux facteurs de croissance situé à la surface de la cellule 

cancéreuse. Par exemple, le récepteur EGFR (« Epidermal Growth Factor Receptor) est retrouvé 

surexprimé à la surface de nombreuses cellules cancéreuses et représente une cible pour certains 

anticorps monoclonaux comme le Cetuximab. Autre récepteur exprimé à la surface des cellules, le 

récepteur HER2 est ciblé par l’anticorps monoclonal Trastuzumab. 

Les anticorps monoclonaux peuvent également agir de façon indirecte par leurs interactions avec les 

cellules immunitaires de l’hôte. En effet, plusieurs voies peuvent être activées comme la réponse ADCC 

(« Antibody-Dependent Cell-mediated »), la réponse CDC (« Complement-dependant cytotoxicity »), 

la réponse ADCP (« Antibody-Dependant Cellular Phagocytosis ») qui vont permettre l’élimination des 

cellules cancéreuses par les cellules du système immunitaire. Beaucoup d’anticorps monoclonaux 
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utilisent leur capacité à activer le système du complément comme le Rituximab. Enfin, les anticorps 

monoclonaux peuvent être des outils pour transporter des molécules létales comme des 

radioisotopes, médicaments ou toxines pour éliminer directement les cellules cancéreuses et ont 

montré leur forte efficacité 96,97. 

2.b Inhibiteurs à petites molécules  

Comme dit précédemment, les aberrations génétiques sont une signature des cellules cancéreuses et 

les caractériser pour les cibler est le principe de thérapie ciblée. Ainsi, les gènes et protéines 

surexprimés et impliqués dans la tumorigenèse peuvent être reconnus par des inhibiteurs à petites 

molécules. Ces inhibiteurs vont alors plusieurs cibles : les tyrosines kinases, les effecteurs en aval de la 

signalisation, les gènes suppresseurs de tumeur et les modificateurs de la chromatine 98,99. 

Deux groupes de kinases se distinguent : les tyrosines kinases qui sont pour la plupart couplées à des 

récepteurs de facteurs de croissance et les sérine/thréonine kinases qui englobent un grand nombre 

de kinases intracellulaires. Les inhibiteurs de tyrosine kinases possèdent différents modes d’action : ils 

peuvent rentrer en compétition avec l’ATP au niveau du site de fixation dans la poche de l’enzyme, 

inhiber allostériquement l’enzyme ou bien se fixer à d’autre site qui vont empêcher son bon 

fonctionnement. Ces inhibiteurs vont alors cibler des kinases associées à des récepteurs surexprimés 

dans de nombreux cancer comme les récepteurs EGFR ou VEGFR. Dans l’ensemble, le ciblage des 

mutations dans les tyrosines kinases a été une stratégie thérapeutique efficace notamment avec les 

inhibiteurs de BRC-ABL qui ont révolutionné le traitement de la leucémie myéloïde chronique. D’autres 

inhibiteurs qui ciblent les mutations JAK2 et FLT3 dans les hémopathies malignes et les mutations ALK, 

MET, NTRK, RET et ROS1 dans les tumeurs solides représentent également des traitements efficaces.  

De plus, de nombreux effecteurs responsables de la tumorigenèse comme RAS, RAF, MEK et bien 

d’autres peuvent être la cible de traitement. Etant fortement mutés et rendus inactifs dans le cancer, 

les gènes suppresseurs de tumeur sont difficiles à cibler notamment car la restauration fonctionnelle 

d’un produit protéique mutant est généralement plus difficile que son inhibition. Muté dans de 

nombreux cancers, le gène TP53 représente une cible prometteuse. La majorité de ces anomalies sont 

des mutations dites faux-sens qui entrainent une modification de conformation de la protéine p53 

entraînant son déploiement. Ainsi, de nombreuses études tentent d’identifier des petites molécules 

qui seraient capables de stabiliser la conformation native de p53 et restaurer sa fonction. Les 

modifications épigénétiques sont également responsables de l’oncogenèse donc les cibler représente 

une stratégie thérapeutique. Ainsi, des médicaments utilisés en clinique sont des inhibiteurs d’ADN 

méthyltransférases ou encore d’histone désacétylases 100.  
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3. Immunothérapie  

Comme énoncé auparavant, l’échappement immunitaire des cellules tumorales participe grandement 

à la transformation néoplasique et fait partie des « hallmarks »24. Bien que le rôle antitumoral du 

système immunitaire soit connu depuis plusieurs décennies, ce n’est que depuis peu que les 

immunothérapies sont utilisées en clinique.  Les traitements immunothérapeutiques peuvent agir par 

réactivation d’une réponse immunitaire préexistante ou induire une nouvelle réponse du système 

immunitaire. Les traitements immunothérapeutiques sont classés en deux catégories : 

l’immunothérapie active et l’immunothérapie passive. L’immunothérapie passive est utilisée pour des 

patients ayant une réponse immunitaire antitumorale faible ou absente. L’administration de cytokines 

recombinantes, une transplantation de cellules immunitaires activées in vitro et plus récemment 

l’administration de cellules CAR-T (cellules T porteuses d'un récepteur chimérique) sont des exemples 

courants d’immunothérapies passives retrouvées en clinique. L’immunothérapie active quant à elle va 

être administrée à des patients ayant un système immunitaire fonctionnel afin de stimuler ses 

fonctions antitumorales in vivo. La vaccination des patients avec des peptides antitumoraux et ainsi 

déclencher une réponse immunitaire spécifique est une possibilité de traitement ayant fait ses preuves 

101. La classification décrite ici est inspirée du papier Papaioannou et al 101 et reste une parmi tant 

d’autres. 

3.a L’immunothérapie passive 

Selon les classifications, les anticorps monoclonaux peuvent également être considérés comme un 

traitement immunothérapeutique puisqu’ils vont être reconnus par les cellules du système et 

engendrer les divers systèmes de reconnaissance (énoncés paragraphe II.2.a) pour éliminer les cellules 

tumorales. 

3.a.i Cytokines 

Essentielles aux dialogues entre cellules, les cytokines sont de petites protéines naturellement 

produites et sécrétées par les cellules immunitaires afin de moduler les diverses voies de signalisation. 

Dans le microenvironnement tumoral, les cytokines qui vont être responsables de l’activité anti-

tumorale du système immunitaire sont l’interleukine 2 (IL-2), l’interféron α (IFN-α) et l’interleukine 12 

(IL-12). L’IL-2 possède un rôle pléiotrope dans le système immunitaire mais l’une de ses principales 

fonctions est d’induire la prolifération des lymphocytes T indispensable à la réponse anti-tumorale. 

L’IFN-α quant à lui va notamment être utilisé pour son effet immunosuppressif sur les lymphocytes T 

régulateur qui vont inhiber la réponse anti-tumorale. Enfin, l’un des rôles majeurs de l’IL-12 est d’agir 

au niveau des lymphocytes CD4+ et promouvoir leur activité anti-tumoral. En clinique, le traitement 
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par cytokine ne se réalise pas seul mais est souvent combiné à d’autres traitements comme la 

chimiothérapie 101.  

3.a.ii Transfert adoptif de cellules/Thérapie cellulaire adoptive 

L’immunothérapie par transfert adoptif de cellules consiste à l’injection de cellules immunitaires 

isolées préalablement du patient. Pour cela, différents types de cellules immunitaires peuvent être 

choisis et voici deux exemples les plus connus utilisant les lymphocytes T :  

II.3.a.ii.1 Tumor Infiltrated Lymphocytes (TILs) 

Les lymphocytes infiltrants la tumeur, plus connus sous l’abréviation anglophone TILs pour Tumor 

Infiltrated Lymphocytes peuvent être utilisés comme méthode de transfert adoptif à des fins 

thérapeutiques. Cette thérapie personnalisée consiste à injecter aux patients des lymphocytes T de 

façon autologue sans modifier leur récepteur T. Pour cela, après exérèse d’une partie de la tumeur, les 

TILs sont isolés ex vivo puis mis en culture afin d’entraîner leur expansion. Les clones vont ensuite être 

challengés et sélectionnés avant d’être réinjectés au patient. Ce traitement autologue ne va alors pas 

entraîner de réponse du non-soi puisqu’il s’agit de cellules d’un même individu. Les cellules injectées 

sont alors capables de reconnaitre les cellules tumorales pour les éliminer puisqu’une première 

reconnaissance antigénique a déjà eu lieu précédemment dans la tumeur 102,103. 

II.3.a.ii.2 CAR-T  

 La thérapie par cellules CAR-T (Chimeric Antigen Receptor T-cell) a révolutionné les traitements 

immunothérapeutiques depuis quelques années.  La thérapie cellulaire par cellules CAR-T consiste à 

utiliser des cellules T collectés chez le patient puis les modifiés génétiquement avant de lui être 

réinjectés. La modification génétique du lymphocyte T consiste à modifier son TCR pour le remplacer 

par un CAR afin de le diriger spécifiquement contre un antigène tumoral pour qu’il puisse reconnaitre 

et éliminer les cellules portant cet antigène. Un anticorps monoclonal ou plus généralement un 

fragment de sa chaîne variable dirigé contre un antigène spécifique est greffé à la surface du 

lymphocyte. Ainsi, les cellules du patient sont prélevées, puis modifiées génétiquement avant d’être 

réinjectées au patient après avoir reçu une chimiothérapie entraînant une déplétion des cellules 

immunitaires pour ne pas entraîner une réponse de rejet. Depuis 2017, les premières 

immunothérapies par cellules CAR-T ont été approuvées et de nombreux essais cliniques ont vu le jour 

dans plusieurs hémopathies malignes. Les tumeurs solides restent encore difficiles à traiter par cellules 

CAR-T puisque ces tumeurs exposent généralement plusieurs antigènes à leur surface mais de 

nombreuses recherches sont prometteuse notamment pour traiter le mélanome 104,105.  

Par ailleurs, d’autres CAR, moins connu et encore en développement peuvent être utilisés comme les 

cellules CAR NK utilisant comme cellules les Natural Killer, les CARMA utilisant comme cellules les 
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macrophages. Le principe est le même que pour les cellules CAR-T mais le type cellulaire est différent 

106. 

3.b Immunothérapie active 

Comme dit précédemment, l’immunothérapie active consiste à réactiver le système immunitaire du 

patient qui est encore fonctionnel. L’immunothérapie active est moins utilisée en clinique mais 

beaucoup de recherche sont réalisées pour pouvoir développer des traitements efficaces et durables 

107. 

3.b.i Vaccins oncolytiques 

Les vaccins oncolytiques utilisent des virus afin d’éliminer les cellules cancéreuses. En effet, des virus 

sont génétiquement modifiés afin d’abolir leur virulence mais ont toujours la capacité de pénétrer et 

induire la lyse d’une cellule. Le premier virus oncolytique a été utilisé dans le mélanome et de 

nombreuses études montrent des résultats prometteurs pour d’autres cancer. L’un des obstacles 

premiers des virus oncolytiques restent l’immunité innée et adaptative du patient qui peut alors 

éliminer ces agents et ainsi diminuer l’efficacité du traitement 108,109 

3.b.ii Vaccins anti-tumoraux 

Le vaccin qui est l’une des plus grandes avancées médicales consiste à injecter une substance 

pathogène chez un individu qui va ensuite développer une immunité afin de combattre la maladie 

associée à ce pathogène. De nos jours, des vaccins contre le cancer existent comme celui contre 

l’hépatite B ou encore le papillomavirus mais sont des vaccins préventifs et non curatifs. Ainsi, 

développer un vaccin qui permettrait de soigner le cancer serait une réelle arme médicale. De 

nombreuses recherches sont réalisées engendrant plusieurs essais cliniques mais encore aucun 

traitement vaccinal contre le cancer est aujourd’hui utilisé comme traitement anti-cancéreux. On peut 

distinguer alors deux types de vaccins contre le cancer : le vaccin autologue et le vaccin allogénique. 

Le vaccin autologue est un vaccin personnalisé puisque des cellules cancéreuses sont prélevées du 

patients, processées et multipliées en laboratoire avant d’être réinjectées dans la circulation. Ainsi, le 

principe de la vaccination s’opère puisque les cellules cancéreuses circulantes vont être reconnues par 

les cellules immunitaires pour être éliminées. Le principe de mémoire sera mis en place pour que le 

système immunitaire reconnaisse plus tard des nouvelles cellules tumorales pour les éliminer à 

nouveau 110. Le vaccin allogénique est un vaccin qui ne va pas utiliser des cellules du soi mais des 

cellules cultivées en laboratoire. Le principe général de ce vaccin est de stimuler et déclencher la 

réponse anti-tumorale du système immunitaire au lieu de cibler une cellule cancéreuse particulière 111. 
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Enfin, de nombreuses études sont menées afin de développer des vaccins basés sur la reconnaissance 

d’ADN et protéines tumoraux ainsi que sur les néoantigènes des cellules tumorales 109. 

3.b.iii Inhibiteurs des immune checkpoints 

Les point de contrôles immunitaires, largement nommés « immune checkpoint » font partie du 

fonctionnement physiologique du système immunitaire puisqu’il s’agit d’une balance entre des 

signaux stimulateurs et inhibiteurs pour prévenir et empêcher une forte réponse immunitaire délétère 

pour les cellules saines. Les « immune checkpoint » sont illustrés par l’expression de protéines à la 

surface des lymphocytes T qui vont reconnaître une protéine partenaire à la surface d’une autre cellule 

et ainsi envoyer un signal aux cellules T pour les inactiver. Dans le cancer, les cellules tumorales 

participent à l’échappement immunitaire en exprimant ces protéines pour ne plus être reconnues par 

l’immunité antitumorale et favoriser la croissance et l’expansion du néoplasme. Les inhibiteurs de 

points de contrôles immunitaires appelées « immune checkpoint inhibitors » ou ICIs sont utilisées pour 

lever les signaux exprimés par les cellules tumorales et ainsi permettre à l’immunité de reconnaitre et 

éliminer ces cellules. Les « immune checkpoints » les plus largement étudiés sont ceux mettant en jeu 

CTLA-4, PD-1, PD-L1, LAG-3 et TIM-3 et seront alors ciblés par des ICIs. Les ICIs ont alors largement 

révolutionnés l’immunothérapie et peuvent être utilisés en monothérapie ou bien combinés à de la 

radio ou chimiothérapies mais sont utilisés pour des tumeurs qui ont une forte infiltration immunitaire 

112–114. 

Malgré la diversité des traitements anti-cancéreux proposés, de nombreux phénomènes de résistances 

aux traitements existent et représente un échec thérapeutique. 
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III. Résistance aux traitements et morts cellulaires 

 

 

Figure 4 : Les différents mécanismes de résistances mis en place par les cellules cancéreuses  

Malgré la diversité des traitements anti-cancéreux, l’utilisation de chimiothérapie est la première arme 

thérapeutique utilisée contre le cancer. Cependant, l’utilisation des chimiothérapies entraîne de 

nombreux phénomènes de résistance chez les patients. En effet, la multirésistance aux 

chimiothérapies (MDR pour MultiDrug Resistance) est responsable de 90% de décès de patient ayant 

reçu des chimiothérapies traditionnelles ou des nouvelles thérapies ciblées 91. Les résistances aux 

traitements peuvent être classées de deux façons : la résistance intrinsèque et la résistance acquise. 

La résistance intrinsèque ou primaire est médiée par des facteurs endogènes présents avant quelque 

conque traitement dans les cellules ou tissus tumoraux. Inversement, la résistance acquise se 

développe après avoir reçu un premier traitement contre le cancer 115. Enfin, les mécanismes de 

résistances sont multiples (Figure 4) et peuvent être subdivisés selon leur mode d’action et voici 

quelques exemples décrits ci-dessous. 

1. Mécanismes de résistance 

1.a Efflux du traitement 

En augmentant l’efflux de médicament du compartiment intracellulaire, les cellules tumorales sont 

capables de résister aux traitements anti-cancéreux. Ce mécanisme très courant dans la résistance aux 

antibiotiques est l’un des principaux mécanismes mis en place par les cellules tumorales dans le cancer. 

L’augmentation d’efflux du médicament est alors médiée par des pompes d’efflux comme notamment 

les transporteurs ABC (ATP-binding cassette) 116.  Les transporteurs ABC sont des protéines 

transmembranaires dont la fonction est de permettre à divers substrats de franchir différentes 

membranes de la cellules grâce à la fixation et l’hydrolyse de l’ATP. Dans les résistances aux cancers, 
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les transporteurs ABC les plus impliqués sont ABCB1 (également connu sous le nom de MDR1), ABCG2 

(BRCP) et ABCC1 (MRP1). Le niveau d’expression de certains transporteurs ABC dans le tumeur est 

alors être utilisé afin de prédire l’efficacité d’un traitement et les cibler devient alors une stratégie 

thérapeutique 117.  

1.b Inactivation des agents anticancéreux 

Pour certains agents anticancéreux, l’activation de médicament in vivo implique des mécanismes où 

les molécules interagissent avec de nombreux acteurs moléculaires. Ces interactions peuvent alors 

modifier, dégrader partiellement ou complexer le médicament avec d’autres molécules ou protéines 

pour aboutir à son activation et efficacité clinique 118. Ainsi, les cellules cancéreuses peuvent réduire 

l’activité de ces médicaments comme moyen de résistance. Ce mécanisme est observé dans le 

traitement de la leucémie myéloïde aigüe (LAM) traitée avec la cytarabine. Pour obtenir l’effet 

anticancéreux souhaité, la cytarabine doit subir de multiples phosphorylations pour être active. 

Cependant, de nombreux phénomènes de mutations dans cette voie de phosphorylations surviennent 

et rendent alors la molécule inactive 119. D’autres enzymes sont également impliquées dans 

l’inactivation des agents anticancéreux comme les Glutathion S-transférase (GST) ou encore les 

cytochromes P450 (CYP450). Les GST qui ont pour rôle de détoxifier l’organisme dans l’élimination des 

xénobiotiques, participent aux phénomènes de résistance par détoxification direct des molécules 

anticancéreuses ou en inhibant la voie kinase MAPK 120. Les CYP450 sont également impliquées dans 

le métabolisme et l’élimination des xénobiotiques au niveau du foie et jouent un rôle dans les 

phénomènes de résistances aux traitements anticancéreux. On observe alors des polymorphismes 

chez les patients induisant des mutations ou altérations du fonctionnement des CYP450 qui peuvent 

altérer l’effet des agents anticancéreux et mener aux résistances 118. 

1.c Altérations épigénétiques 

Comme cité précédemment, les modifications épigénétiques constituent l’une des signatures des 

cellules cancéreuses. De plus, des altérations épigénétiques ont lieu au niveau de certains gènes 

entrainant une résistance face aux traitements anticancéreux. Parmi ces altérations, on peut citer la 

déméthylation du promoteur MDR1 (transporteur ABC participant aux efflux) menant alors in fine à 

une diminution des agents anti-cancéreux dans la cellule 121.  

1.d Amélioration de la réparation de l’ADN 

En réponse aux chimiothérapies qui induisent directement ou indirectement des dommages à l’ADN, 

les mécanismes de réponses aux dommages à l’ADN DDR (pour DNA Damage Response) jouent un rôle 

clef dans les mécanismes de résistances aux traitements anti-cancéreux. En effet, les cellules 
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cancéreuses vont alors augmenter leur système de réparation à l’ADN pour pouvoir inhiber les effets 

causés par les agents chimiothérapeutiques. On observe des surexpressions de certains composant du 

système de réparation par excision des nucléotides (NER pour nucleotide excision repair) et de 

réparation des mésappariements (MMR pour mismatch repair) dans les résistances au 5-FU. L’enzyme 

de réparation à l’ADN MGMT (O6-methylguanine DNA methyltransferase) est également retrouvée 

surexprimée dans de nombreux cancers et permet une résistance des cellules cancéreuses notamment 

face aux agents alkylants 118,122.  

1.e TEM 

Hormis son rôle dans la progression tumorale et le développement de métastases, la TEM joue 

également un rôle important dans les résistances aux traitements anticancéreux. La TEM qui est un 

processus par lequel les cellules épithéliales perdent la polarité apicale-basale et l’adhésion cellule-

cellules pour se transformer en cellules mésenchymateuses est illustrée par des effecteurs 

moléculaires. En effet, on observe une diminution des gènes de cellules endothéliales comme les gènes 

codant pour la E-cadhérine, ZO-1 ou les occludines. Inversement, une augmentation de l’expression 

de gènes de cellules mésenchymateuses s’opère avec une forte expression des gènes codants pour la 

N-cadhérine, la vimentine ou encore la fibronectine. Plusieurs voies de signalisation impliquant le 

TGFβ, Wnt, Notch et Hedgehog sont connues pour être impliquées dans la TEM 123. Ainsi, les 

mécanismes de la TEM interviennent dans les mécanismes de résistance des tumeurs lors de 

l’utilisation de chimiothérapies comme le paclitaxel et le docétaxel. En effet, dans plusieurs types de 

cancer différents, le traitement avec ces deux chiomiothérapies induit une augmentation des acteurs 

en amont de la TEM comme ZEB1/2 et le TGFβ responsables de résistance. A l’inverse, la sensibilité 

des cellules cancéreuses au paclitaxel et docétaxel peut être restaurée après l’inhibition de la TEM 

selon différentes approches 124. D’autres agents anticancéreux comme le géfitinib utilisé dans le cancer 

du poumon se révèlent inefficaces à cause de la TEM. En effet, le géfitinib induit l’activation de la voie 

NOTCH-1 impliqué dans le processus de TEM125. De plus, la surexpression de certains gènes impliqués 

dans la TEM rend certaines thérapies inefficaces. Dans le cancer du sein, la surexpression de Wnt3 

induit des résistances au Trastuzumanb126 et l’activation de la voie Hedgehog dans le cancer du 

poumon induit une résistance à l’inhibiteur de tyrosine kinase EGFR-TKI127.  

1.f Cellules souches cancéreuses 

Depuis plusieurs années, de nombreuses recherches ont pu mettre en évidence la présence de cellules 

souches cancéreuses (CSC) au sein des tumeurs. Similaires aux cellules souches, les CSC sont des sous-

ensembles de cellules tumorales dotées de propriétés d’auto-renouvellement et de différenciations 

multidirectionnelles. Leur présence est considérée comme moteurs dans le développement tumoral 
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et est corrélée au développement de tumeurs agressives, hétérogènes et résistantes aux thérapies128. 

Les mécanismes par lesquels les CSCs participent à la résistance aux traitement sont multiples et 

comprennent : la participation au processus de TEM, l’augmentation des protéines de détoxification, 

la dormance de ces cellules, la résistance aux dommages à l’ADN et d’autres129. Les CSCs étant dans un 

état quiescent en phase G0, elles sont insensibles aux chimiothérapies conventionnelles. En effet, les 

chimiothérapies causent des dommages à l’ADN irréversibles notamment en agissant sur la synthèse 

de l’ADN de cellules en divisions. Comme les cellules sont en phase G0, elles ne sont pas dans une 

démarche de division cellulaire les rendant alors résistantes à ces traitements et participant à leur 

maintien au sein de la tumeur. Par conséquent, l’utilisation de chimiothérapies va pouvoir éliminer les 

cellules tumorales « classiques » mais vont également exercer une pression de sélection et maintenir 

la présence de CSCs qui peuvent à tout moment recoloniser et induire la formation de nouvelles 

tumeurs130. Cibler les CSCs représentent alors une stratégie thérapeutique prometteuse pour 

empêcher toutes récidives131.  

1.g Hétérogénéité de la tumeur  

L’hétérogénéité tumorale fait référence aux diverses changements moléculaires et génétiques 

intervenant dans l’évolution de la tumeur entrainant des différences dans le taux de croissance, la 

capacité d’invasion et la sensibilité aux médicaments des différentes cellules tumorales au sein de la 

tumeur132. En effet, une tumeur est définie comme un microenvironnement tumoral composé de 

multiples types cellulaires. Ainsi, lors de la progression et du développement tumoral, l’évolution 

clonale et l’hétérogénéité tumorale mène à une succession de modifications biologiques et de 

l’environnement de l’hôte. Ainsi, l’évolution perpétuelle de la tumeur et son hétérogénéité sont 

directement impliqués dans les résistances aux traitements anticancéreux présentant une multitudes 

de cibles 133. De plus, les composants du microenvironnement tumoral comme les cellules stromales, 

les cellules immunitaires, la matrice extracellulaire et divers facteurs solubles comme les cytokines et 

facteurs de croissance communiquent et interagissent entre eux ce qui favorise également la 

résistance face aux traitements 119.  

1.h Résistances aux mort cellulaires 

Comme citer précédemment, l’échappement aux morts cellulaires constituent l’une des signatures des 

cellules cancéreuses et représente également l’un des mécanismes majeurs mis en place dans la 

résistance aux traitements anticancéreux. En effet, de nombreux traitements anticancéreux dont de 

nombreuses chimiothérapies bloquent la division cellulaire, induisent des dommages à l’ADN menant 

alors à termes à l’induction des systèmes de mort cellulaire pour éliminer les cellules tumorales. Ainsi, 

les cellules tumorales mettent en place de nombreuses adaptations afin d’échapper à ces morts pour 
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continuer à se développer et promouvoir l’expansion tumorale. Voici quelques exemples de 

mécanisme mis en place selon les différentes voies de mort cellulaires. 

2. Morts cellulaires et résistances : les voies communément altérées 

Les morts cellulaires programmées désignent les formes de morts cellulaires régulées par de multiples 

acteurs moléculaires et qui s’opposent aux morts cellulaires accidentelles comme la nécrose. Depuis 

plusieurs décennies, il est connu que ces mécanismes de morts cellulaires programmées participent 

grandement aux processus tumoraux notamment dans les phénomènes de résistances aux traitements 

anti-cancéreux. Ainsi, les cibler pour améliorer l’efficacité des traitements représente un axe important 

de la recherche mondiale. Les morts cellulaires programmées majeures les plus étudiées dans la 

tumorigenèse sont l’apoptose et l’autophagie mais depuis plusieurs années des nouvelles voies 

comme la nécroptose et bien d’autres sont décrites comme importantes dans le processus tumorale 

(Figure 5).  

   

 

Figure 5 : Les diverses morts cellulaires programmées et leurs caractéristiques moléculaires participant 
au processus tumoral. L’apoptose et l’autophagie représentent les deux morts cellulaires programmées 
majoritairement décrites dans la littérature. D’autres voies découvertes plus tardivement comme la 
nécroptose, la pyropotse, la ferroptose, la parthanatose, l’entose, la nétose et la mort dépendante de 
lysosome font parties des morts cellulaires programmées. L’induction de ces morts cellulaires résultent 
de l’induction et la répression de plusieurs acteurs moléculaires spécifiques à chaque voie. Comme les 
cellules tumorales échappent aux processus de morts cellulaires programmées pour croître, l’induction 
de ces morts par traitement est une solution thérapeutique. D’après Han et al134.  

2.a Apoptose et résistance 

Une grande partie des traitements anti-cancéreux vont activer l’apoptose et échouent lorsque les 

cellules cancéreuses acquièrent une résistance à celle-ci. Découverte en 1972, l’apoptose est une mort 
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cellulaire programmée induite par des signaux extra et intracellulaires qui peuvent s’opérer par la voie 

extrinsèque ou par la voie intrinsèque. La voie extrinsèque est médiée par les récepteurs de mort à la 

surface des cellules, tandis que la voie intrinsèque est initiée par les mitochondries. Les caspases 

constituent l’une des signatures majeures de l’apoptose puisqu’il s’agit de protéines régulatrices 

indispensables à cette voie135.   

2.a.i Voie intrinsèque 

La voie intrinsèque de la nécroptose est déclenchée à la suite de stress cellulaire tels que des 

radiations, des agents cytotoxiques, des toxines ou encore une hypoxie et se caractérise par la 

perméabilisation de la mitochondrie, le relargage de cytochrome c, la formation de l’apoptosome et 

l’activation de la caspase 9. L’apoptose intrinsèque régulée par les protéines de la famille Bcl-2, sont 

subdivisés en deux groupes : les protéines pro-apoptotiques (Bax, Bak, Bad, Bcl-Xs, Bid, Bik, Bim et Hrk) 

et les protéines anti-apoptotiques (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, Bfl-1, Mcl-1). L’équilibre entre l’expression des 

protéines pro et anti-apoptotiques est régulé par diverses voies de signalisation et le devenir de la 

cellule est déterminé en fonction des signaux de survie ou de mort. D’autres facteurs pro-apoptotiques 

comme AIF, Smac, Diablo peuvent également induire le relargage du cytochrome c de la mitochondrie. 

Enfin, plusieurs cytochromes c vont se lier à APAF1 pour former l’apoptosome qui est un complexe 

supramoléculaire capable de cliver la caspase 9 135–137.  

2.a.ii Voie extrinsèque 

La voie extrinsèque de l’apoptose correspond à l’apoptose médiée par l’activation de récepteurs 

membranaires. Ces récepteurs de mort se trouvant à la surface des cellules regroupent les récepteurs 

Fas (Apo-1, CD95 et DR2) et ceux de la superfamille des récepteurs au facteur de nécrose tumorale 

TNF (Tumor Necrosis Factor) avec les récepteurs TNFR1 (TNF-R1/DR1), TRAILR1 (également nommé 

DR4) et les TRAILR2 (également nommé DR5). Ces récepteurs possèdent des domaines intracellulaires 

qui permettre le recrutement d’adaptateurs protéiques comme TRADD ou FADD. Ces récepteurs vont 

alors être activés par divers ligands comme les TNF, FasL ou encore TRAIL. La fixation de ces ligands 

aux récepteurs de mort vont alors permettre l’assemblage de différents complexes responsables de 

l’apoptose. Lors de l’activation du TNFR1, l’apoptose est déclenchée par la formation du complexe IIa 

responsable de l’apoptose et sera décrit ultérieurement. Par ailleurs, l’activation des autres récepteurs 

de morts comme les récepteurs Fas mène à la formation d’un complexe protéique appelé DISC (Death-

inducing signaling pathway) qui va mener ensuite au recrutement de la caspase 8, puis à son clivage 

menant à son activation 136,137. La forme non active de la caspase 8 nommée procaspase 8 est 

constituée d’un prodomaine N-terminale incluant les domaines effecteurs de mort (DED) DED1 et 

DED2 puis d’un site catalytique en terminaison C-terminale. Ces domaines DED vont permettre 
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interagir avec les domaines de mort DED également présents sur FADD par exemple et ainsi participer 

à l’assemblage du complexe DISC menant à l’activation de la caspase 8. Possédant deux isoformes, soit 

la procaspase 8a et procaspase 8b, l’assemblage des procaspases 8 au sein du DISC permet la formation 

de filaments DED servant de plateforme à la dimérisation et l’activation des procaspases 8. La 

dimérisation des procaspases 8 permet un changement conformationnel menant à leur clivage 

aboutissant à la forme active clivée de la caspase 8, acteur majeur de l’activation de l’apoptose par la 

voie extrinsèque138–140.  

2.a.iii Voie commune 

Que l’apoptose soit activée par la voie intrinsèque ou extrinsèque, les caspases initiatrices 8 et 9 vont 

induire le recrutement et l’activation des caspases 3, 6 et 7 dites « effectrices ». La caspase 8 et 9 

peuvent cliver la caspase 3 tandis que la caspase 7 est clivée seulement par la caspase 9. La caspase 3 

peut également activer la caspase 6. Ces caspases effectrices vont agir au niveau de nombreux 

substrats qui vont être à l’origine de la fragmentation de l’ADN, de la dégradation du cytosquelette et 

de la dégradation nucléaire. Parmi ces substrats, on peut citer la PARP qui participe aux mécanismes 

de réparation de l’ADN. La dégradation de la PARP est cruciale et conduit à de nombreux changements 

biochimiques et morphologiques tels que le rétrécissement cellulaire, la condensation cytoplasmiques 

et la formation de corps apoptotiques. Les corps apoptotiques seront ensuite éliminés par des cellules 

phagocytaires 33,141.  

La Figure 6 illustre les divers modes d’activation et les mécanismes moléculaires nécessaires à 

l’apoptose.  
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Figure 6 : Mécanismes moléculaires responsable de l'induction de l'apoptose. L’apoptose est une mort 
cellulaire programmée qui peut être activée par la voie intrinsèque (a) ou extrinsèque (b). L’induction de 
l’apoptose par la voie intrinsèque est activée par de nombreux stress cellulaires (dommages à l’ADN, 
privation en nutriments etc…). Cette activation permet l’induction des protéines  pro-apoptotiques à 
domaine BH3 (BIM, NOXA, PUMA et BAD). L’induction de ces protéines permet la répression des protéines 
anti-apoptotiques de la famille des Bcl-2 (Bcl-2, BCL-X, MCL-1, BCL-2A1) permettant le relargage des 
effecteurs apoptotiques Bak et Bax formant un complexe responsable de la perméabilisation de la 
mitochondrie MOMP (Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization). A insi, les pores dans la 
membrane mitochondriale permettent le relargage du cytochrome c et de SMAC. Le cytochrome c 
s’associe ensuite à APAF1 pour former l’apoptosome. La formation de l’apoptose permet le clivage et 
activation de la caspase 9 qui va pouvoir à son tour cliver et activer les caspases effectrices 3 et 7. 
Parallèlement, SMAC inhibe les XIAPs qui ont pour fonction de réprimer l’apoptose. L’apoptose 
extrinsèque est déclenchée par la fixation de ligand aux récepteurs de morts présents à la surface des 
cellules. La fixation du ligand au récepteur permet l’assemblage d’un complexe protéique appelé DISC 
(Death-inducing signaling pathway) induisant le recrutement de la caspase 8, puis de son clivage 
nécessaire à son activation. La caspase 8 peut induire directement le clivage et activation des caspases 3 
et 7 ou peut agir indirectement par activation protéolytique de BID qui induit à son tour l’apoptose 
comme dans la voie intrinsèque. L’induction de l’apoptose par la voie intrinsèque ou extrinsèque mène  à 
l’activation des caspases effectrices 3 et 7 qui ont plusieurs substrats. Parmi eux, les caspases sont 
nécessaires à l’activation de ROCK-1 qui va permettre la contraction de l’actine et la formation de corps 
apoptotiques. Au niveau nucléaire, les caspases permettent l’activation de la DNAse CAD qui va induire 
la fragmentation de l’ADN. Enfin, les caspases effectrices inactives également par voie protéolytique les 
flippases lipidiques comme ATP11 et XKR8 perçu comme un signal «  eat me » pour les cellules 
phagocytaires favorisant l’élimination de la cellule apoptotique. D’après Strasser et al142. 
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L’inhibition de l’apoptose représente alors un mécanisme majeur dans les résistances aux traitements 

anti-cancéreux et plusieurs stratégies sont mises en place par les cellules tumorales. Comme citer 

précédemment, des mutations inactivatrices ou des délétions dans les gènes pro-apoptotiques (Bax, 

Bak) peuvent avoir lieu alors que des surexpressions dans les gènes pro-apoptotiques de la famille Bcl-

2 sont mis en place 143. D’autres mécanismes peuvent être adoptés comme la dérégulation de la voie 

PI3K/AKT qui régule de nombreuses voies telles que la survie et l’expression des membres de la famille 

Bcl-2 33. Les IAPs (Inhibitors of Apoptosis Proteins) qui comme leurs noms l’indique bloque l’activité 

des caspases sont également retrouvés surexprimés dans de nombreux cancers et induisent une 

résistance aux traitements 144.  

2.b Autophagie et résistance 

L’autophagie peut être décrite comme une mort cellulaire avec un processus d’autodigestion afin de 

maintenir la biosynthèse cellulaire et la demande d’énergie pendant la privation de nutriments ou de 

stress métaboliques. Dans les cellules de mammifères, les trois voies d'autophagie les mieux 

caractérisées sont l'autophagie médiée par les chaperons, la microautophagie et la macroautophagie 

145. Nous nous intéresserons ici à la macroautophagie, appelée autophagie par défaut, qui est liée à 

l’apparition et à la résistance aux traitements anticancéreux 146. L’autophagie implique la formation 

d’une vésicule à double membrane qui encapsule le cytoplasme, les protéines malformées, les 

organites, et qui finit par fusionner avec les lysosomes pour leur dégradation. L’autophagie peut être 

divisée en quatre étapes : l’induction, la nucléation des vésicules, l’élongation des vésicules, la fusion 

et la dégradation147.  

La formation de cette vésicule à double membrane appelée autophagosome, est un processus 

complexe qui implique des protéines liées à l’autophagie nommées ATG. La première étape de 

l’autophagie correspondant à l’induction qui est contrôlée par l’expression de la kinase Ulk1/2 qui va 

former un complexe multiprotéique avec ATG12, ATG17, ATG101 et FIP200. Cette induction est 

engendrée par des stimuli de stress médiés par l’expression de AMPK et des MAPK et est réprimée par 

mTOR. Lors de la nucléation, la protéine Ulk1 phosphoryle et active le complexe phosphatidylinositol 

3-kinase de classe III (PI3KC3). Ce complexe composé de Beclin1, Vps34, Vps15 et Atg14L est régulé 

négativement par les protéines anti-apoptotiques Bcl/Bcl-XL. Beclin1 et ATG14L facilitent ensemble 

alors la formation de la membrane autophagosomale qui est liée à ATG5 et ATG12. Lors de l’élongation, 

le complexe ATG5/ATG12/ATG16(L) permet le recrutement et la conversion de la chaîne légère LC3-I 

en une forme LC3-II liée à la membrane. Ce passage de LC3-I en LC3-II est un marqueur fort de 

l’autophagie. LC3-II se lie avec la protéine adaptatrice SQST-M1 pour dégrader les agrégats de 

protéines ubiquitinées dans l’autophagolysosome. L’autophagolysosome est formé lors de la phase 
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d’arrimage et de fusion résultant de la fusion entre l’autophagosome et le lysosome. Pour finir, l’ultime 

étape consiste à la dégradation et le recyclage des protéines séquestrées dans l’autophagosome grâce 

à la formation de l’autolysosome145,147,148 .  

L’autophagie est processus cellulaire essentiel à la survie et au maintien de la cellule puisqu’elle leur 

permet de se protéger en éliminant les protéines mal repliées et/ou les organites endommagés qui 

jouent un rôle dans le développement, la mort cellulaire, la suppression de tumeurs ou encore 

l’adaptation à une privation de nutriments. L’autophagie est alors déclenchée par de multiples stimuli 

externes et est régulée par deux voies principales : négativement par la voie PI3K-AKT-mTOR et 

positivement par la voie impliquant la protéine kinase activée par l’AMP (AMPK). mTOR, régulateur 

négatif de l’autophagie, peut être activé par des facteurs de croissance et inhibé par l’AMPK et p53. 

mTOR régule négativement l’autophagie par son action de phosphorylation au niveau du complexe 

Ulk1/2, nécessaire à l’initiation de la voie. Par ailleurs, l’autophagie est activée par l’AMPK qui a la 

capacité d’inactiver mTORC1 à travers la phosphorylation de TSC1/2. D’autres gènes tel que p53, p21, 

AKT et d’autres peuvent également activer ou inhiber cette voie 149. L’induction et le déroulement de 

l’autophagie sont résumés par la Figure 7. 

 

Figure 7 : Mécanismes moléculaires responsables de l'induction de l’autophagie. Cinq étapes sont 
nécessaires au déroulement de l’autophagie  : l’induction, la nucléation, l’élongation, l’amarrage et la 
fusion puis la dégradation et recyclage. L’initiation de l’autophagie est permise par la formation d’un 
complexe protéique Ulk1/2, FIP200, ATG13, ATG17 et ATG101. Cette induction est permise par 
l’activation de l’AMPK et des MAPK selon la balance énergétique et est réprimée par l’expression de 
mTOR. L’autophagie se poursuit par l’étape de nucléation contrôlée par le complexe Beclin1 (Beclin1, 
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ATG4L, VPS34, UVRAG, Bif-1) qui est régulé négativement par les protéines anti-apoptotiques de la 
famille Bcl-2. Beclin1 et ATG14L facilitent ensemble alors la formation de la membrane autophagosomale 
qui est liée à ATG5 et ATG12. Sous l’action de la ligase E1 ATG7 et la ligase E2 ATG10, le complexe 
multiprotéique et ligase E3 ATG12-ATG5-ATG16 est formée. Parallèlement, ATG4 induit le clivage de pro-
LC3 permettant d’obtenir LC3-I qui grâce au ligase E2 AG3 et E1 ATG7 permet d’obtenir LC3 -II par 
conjugaison avec la phosphatidyléthanolamine (PE). Lors de l’élongation, le complexe 
ATG5/ATG12/ATG16 permet le recrutement de LC3-II liée à la membrane pour former le phagophore puis 
l’autophagosome. Lors de la phase d’amarrage et de fusion, l’autolysosome est généré par la fusion de 
l’autophagosome et du lysosome. Ainsi, le contenue membranaire et cytoplasmique est soit dégradé ou 
recyclé. L'autophagie peut atténuer les dommages causés par les médicaments thérapeutiques contre les 
tumeurs et produit ensuite une résistance aux médicaments multiples (MDR). D’après Chang et Zou147. 

Dans les cellules cancéreuses, l’autophagie a un rôle complexe puisqu’elle peut à la fois être pro ou 

anti-tumorale. Par exemple, l’autophagie basale peut alors être considérée comme anti-tumorale 

puisqu’elle permet la dégradation de composants ou de protéines endommagées impliquées dans le 

développement de cancer 150.  Des mutations dans les protéines régulant positivement cette mort 

cellulaire comme des mutations dans Beclin-1 ou dans ses partenaires vont alors permettre le 

développement néoplasique 151. Comme la fonction de l’autophagie dans le cancer semble être double, 

cela suggère également un rôle paradoxal dans les réponses aux traitements anti-cancéreux. 

L’utilisation de thérapies anticancéreuses telles que la radiothérapie, les thérapies ciblées ou les 

chimiothérapies vont alors activer les voies de morts cellulaires y compris l’autophagie et des 

phénomènes de résistances se mettent en place. En effet, une augmentation de l’autophagie induit 

des phénomènes de résistance aux traitements et est associée à un mauvais pronostic. Cela s’observe 

dans le traitement au 5-FU où son efficacité est réduite car une autophagie protective est mise en 

place. Cette autophagie protective entraîne alors l’induction de Beclin-1, suivie de la conversion de 

LC3-I en LC3-II et l’augmentation de Bcl-2. Des résistances à l’autophagie se produisent également avec 

l’utilisation du cisplatine impliquant plusieurs mécanismes de protection. Avec le cisplatine, on observe 

également une surexpression de Beclin1, une surexpression de la conversion de LC3 et une 

augmentation d’ATG7 150,152. A l’inverse, plusieurs études ont pu montrer que l’efficacité de certains 

agents anti-cancéreux est due à l’induction de l’autophagie lorsque les voies apoptotiques sont 

entravées. Enfin, il est montré qu’inhiber l’autophagie en même temps qu’utiliser des agents anti-

cancéreux permet une meilleure réponse aux traitements 153. L’un des inhibiteurs les plus connus est 

la rapamycine qui a pu montrer de nombreux résultats positifs 154. 

2.c Autres morts cellulaires et résistance 

Même si l’induction de l’apoptose par les traitements anti-cancéreux représente l’effet escompté, 

l’échappement et la résistance des cellules tumorales face à cette mort a nécessité de s’intéresser aux 

autres morts cellulaires possibles. Depuis plusieurs années, de nombreuses études s’intéressent à 

d’autres processus de mortalité des cellules cancéreuses tels que la pyroptose ou encore la ferroptose 

qui se sont révélées cruciales pour l’efficacité de la thérapie anti-cancéreuses.  
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Nommée en 2012, la ferroptose est une nouvelle mort cellulaire programmée dépendante du fer qui 

se caractérise par une peroxydation des lipides et une surcharge en fer. De plus en plus d’études 

montrent que la ferroptose peut réguler le développement des tumeurs, les métastases et les 

réponses thérapeutiques. Morphologiquement, la membrane cellulaire n’est pas endommagée lors de 

la ferroptose mais sa densité est augmentée et rompue conduisant à la formation de vésicules. Une 

atrophie de la mitochondrie s’observe, accompagnée d’une réduction ou disparition de la crête 

mitochondriale. A l’inverse d’autres morts cellulaires, il n’y a pas de changement de la taille du noyau 

mais seulement une condensation de la chromatine. Le mécanisme de la ferroptose repose 

principalement sur des processus intracellulaires : la production et l’élimination des peroxydes 

lipidiques. Ainsi, le fer et les acides polyinsaturés sont utilisés comme substrat pour la peroxydation 

des lipides, caractéristique de cette mort. Lorsque les cellules ne peuvent plus éliminer l’excès de ROS, 

la ferroptose est alors induite. 

Moléculairement, la ferroptose est la conséquence d’un déséquilibre de trois métabolismes : le 

métabolisme des acides aminés (également appelé la voie canonique régulée par le glutathion 

peroxydase 4 (GPX4)), le métabolisme du fer et le métabolisme des lipides. La ferroptose induite par 

un métabolisme anormal des acides aminés est lié au tripeptide composé de Glutamate, Cystéine et 

Glycine appelé Glutathion (GSH). Grâce à des antiports présents à la membrane plasmique, la catalyse 

du glutamate permet la génération de cystéine indispensable à la production Glutathion (GSH) 

nécessaire à l’activité de GPX4. Lorsque du GSH est présent, GPX4 catalyse la réduction des peroxydes 

lipidique et inhibe ainsi la ferroptose. Inhiber le système d’antiports membranaires réduisant la 

formation du substrat de GPX4 (le GSH) ou inhiber directement GPX4 permet ainsi d’induire la 

ferroptose. Comme son nom l’indique, la ferroptose est caractérisée par une augmentation de réserve 

de Fe2+, appelée LIP (de l’anglais Labile Iron Pool). L’augmentation de cette réserve LIP intracellulaire 

permet la génération de radicaux libres par la réaction de Fenton et participe à la péroxydation des 

phospholipides menant à la ferroptose. De plus, la génération de ROS initiant la peroxydation des 

lipides nécessite du fer. Se caractérisant par une augmentation de peroxyde lipidique, le métabolisme 

lipidique joue donc un rôle clef dans la ferroptose. Ainsi, des phospholipides provenant de la 

membrane peuvent être peroxydés provoquant la perméabilisation des membranes menant à la mort 

cellulaire. Ce processus fait intervenir plusieurs enzymes comme la LPCAT3155,156. 

Comme beaucoup de mort cellulaire, la ferroptose semble jouer un rôle dichotomique dans la 

tumorigenèse156. En effet, elle peut être pro-tumorale puisqu’il a été montré que les cellules 

cancéreuses nécessitent plus de fer que les cellules non tumorales pour leur développement et que 

cette mort affecte la sensitivité des cellules faces aux traitements. Dans une certaine mesure, la 

surcharge en fer dans les cellules cancéreuses permet la production de ROS qui peut participer à la 
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prolifération. Ainsi, certaines études montrent qu’une forte expression de la protéine inhibitrice GPX4 

est associée à une meilleure survie de patients atteints de cancer pancréatiques et de patients atteints 

de lymphomes B157,158. Comme l’augmentation de protéines inhibant la ferroptose semble protecteur, 

cela montre que les cellules tumorales échappent à cette mort pour proliférer. Néanmoins, l’inhibition 

de ces protéines régulatrices et l’activation de la ferroptose permet de palier à certains phénomènes 

de résistances et améliorer les traitements anti-cancéreux. Dans le cancer du sein, l’inhibition de GPX4 

permet de restaurer la sensibilité des cellules cancéreuses à la gefitinib159. Activateur de la ferroptose, 

l’érastine permet de restaurer les propriétés anti-tumorales de la cytarabine et de la doxorubicine dans 

la LAM. Ainsi de nombreuses études montrent que l’induction de la ferroptose ouvre des possibilité 

pour combattre les résistances aux chimiothérapies160,161.  

 

Autre mort récemment découverte, la pyroptose semble également jouer un rôle dans les 

phénomènes de résistances aux traitements. La pyroposte est une mort cellulaire programmée 

dépendante des gasdermines (GSDM). La superfamille des GSDMs contient plusieurs membres : les 

gasdermines A/B/C/D (GSDMA/B/C/D), les gasdermines E (GSDME) et DFNB59 chez l’Homme 

(Gsdma1-3, Gsdmc1-4, Gsdmd, Dfna5, and Dfnb59 chez la souris). Comme les caspases, les 

gasdermines sont clivées pour être activées. Lorsqu’elles sont clivées, elles vont donner naissance à 

deux fragments : les GSDM-N qui contiennent le domaine N-terminal de la protéine généralement 

effecteur de la pyroptose et les GSDM-C qui contiennent le domaine C-terminal intervenant 

généralement dans des phénomènes de régulation. Les GSDM-N sont les effecteurs de la pyroptose 

car on observe une oligomérisation de plusieurs GSDM-N qui forment des pores à la membrane 

plasmique conduisant à la mort cellulaire162.  L’activation de la pyroptose est dépendante de plusieurs 

voies : la voie canonique, la voie non canonique, la voie dépendante des caspases 3/8 et celle médiée 

par les granzymes.  

La voie canonique est médiée par la formation d’inflammasome à la suite de l’activation de récepteurs 

membranaires appartenant à la famille des PRR (Pattern Recognition Receptor) en réponse à divers 

stimuli. La formation et l’activation des divers inflammasomes comme NLRP3 mène à l’activation de la 

caspase 1 qui clive GSDMD (53 kDa) pour produire GSDMD-N (31 kDa) et de GSDMD-C (22 kDa). 

Plusieurs GSDMD-N viennent ensuite former des pores à la membrane plasmique menant à la mort 

cellulaire et au relargage de divers IL-1. A l’inverse de la voie canonique, la voie non canonique ne fait 

pas intervenir de récepteurs externes et d’inflammasomes mais est déclenchée par divers signaux 

intracellulaires comme le LPS qui vient activer directement les caspases 4/5/11163. Ces caspases 

induisent le clivage de GSDMD comme dans la voie canonique menant à la mort cellulaire. La voie 

dépendante des caspases 3/8 intervenant dans l’apoptose a été observée avec l’usage de 
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chimiothérapies. En effet, des études ont montré que l’activation des récepteurs au TNF ou l’utilisation 

de chimiothérapies induisant l’activation des caspases 3 et 8 permettaient le clivage de GSDME en 

GSDME-N menant à la pyroptose164. Enfin, la pyroptose peut être induite grâce aux granzymes A et B. 

Les granzymes qui sont relargués par les CTL et cellules NK sont des protéases qui peuvent cliver la 

GSDMB en GSDMB-N et induire la mort cellulaire par pyroptose165,166. Morphologiquement, la 

pyroptose peut ressembler à l’apoptose puisqu’on observe une fragmentation de l’ADN, une 

condensation de la chromatine et parfois une activation de la caspase 3. Cependant, à l’inverse de 

l’apoptose, la pyroptose est une mort cellulaire hautement inflammatoire par le relargage des 

différents IL-1s et de DAMPs. 

De par l’inflammation produite et comme les autres morts cellulaires, la pyroptose joue un rôle 

paradoxal dans la tumorigenèse car elle peut la promouvoir ou bien la réprimer. En effet, l’expression 

des GSDMs dans des différents cancers n’a pas les mêmes conséquences. Par exemple, dans le cancer 

du poumon GSDMD participe au développement tumoral où celles-ci et la GSDME réprime la 

tumorigenèse dans le cancer du sein. De même, au sein d’un même sous-type de cancer l’expression 

de divers GSDMs n’a pas le même effet. Dans le cancer colorectal, des études ont montré GSDMC et 

GSDME favorise la carcinogenèse alors que GSDMD inhibe la progression tumorale163. Ces niveaux 

d’expressions et conséquences sur le développement tumoral montrent que la pyroptose est une mort 

cellulaire complexe mais qu’elle peut également être cibler pour traiter le cancer. Cependant, de 

nombreuses tumeurs présentent un niveau de GSDMs faibles dû à une méthylation élevée dans leur 

promoteur rendant leur activation compliqué167. Ainsi, la combinaison de chimiothérapie et d’agents 

hypométhylants permet d’induire la pyroptose et ainsi lever certaines résistances aux 

traitements162,163. Décrit précédemment comme participant à la carcinogenèse, l’inflammation 

générée par la pyroptose peut participer au développement tumoral mais elle peut également 

participer au recrutement des cellules immunitaires anti-tumorales. En effet, la pyroptose étant 

hautement inflammatoire et permettant le relargage de protéines de la famille IL-1 et de DAMPs, elle 

peut également être induite pour améliorer les réponses immunitaires anti-tumorales168.   

Ainsi, la balance entre ces morts cellulaires est essentielle au maintien de l’organisme. Néanmoins, de 

nombreux déséquilibres dans celles-ci s’observent dans le développement tumoral et le maintien du 

cancer menant à des phénomènes de résistances. L’induction de nouvelles morts cellulaires 

représentent alors une stratégie thérapeutique pour lutter contre ces résistances. Cependant, comme 

l’indique la Figure 8, les morts cellulaires sont toutes différentes mécaniquement et 

morphologiquement conduisant à diverses réponses physiologiques. Hautement immunogène par le 

relargage de DAMPs, la nécroptose représente une mort cellulaire intéressante dans le traitement 

contre le cancer. 
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Figure 8 : Représentation schématique de la morphologie des cellules lors de diverses morts cellul aires 
programmées, d’après Chen et al156. 

 

IV. La nécroptose : focus sur une mort cellulaire programmée immunogène 

1. Découverte 

Associée depuis longtemps à la nécrose qui est une mort accidentelle, la nécroptose est une mort 

cellulaire programmée découverte pour la première fois en 1988 par Laster et al, avec la découverte 

du TNF pouvant activer l’apoptose et une mort cellulaire nécrotique 169. La découverte de la nécroptose 

est ensuite marquée par 1998 où Vercammen et al découvrent deux voies différentes associées au 

récepteur Fas : une menant à l’apoptose et à une autre voie lorsque l’apoptose est bloquée par des 

inhibiteurs 170. Dans les années suivantes, la signalisation de cette nouvelle forme de mort est 

déchiffrée et le premier acteur moléculaire découvert est le récepteur interagissant avec la 

sérine/thréonine protéine kinase 1, nommée RIPK1 171. Ce n’est qu’en 2005 que le terme nécroptose 

apparait en décrivant cette mort comme une voie alternative commune de mort cellulaire non 

apoptotique, déclenchée par l’activation de récepteurs de morts DR 172. Dans cette même étude, A. 

Degterev and J. Yuan décrive pour la première une molécule inhibitrice de la nécroptose, la 

Nécrostatine 1 (Nec-1), qui a largement permis de comprendre les mécanismes moléculaires et 

fonctionnels de la nécroptose172. Ce n’est qu’en 2008 que ces mêmes auteurs découvrent que Nec-1 

inhibe spécifiquement la kinase RIPK1173. Puis, en 2009 et 2012, les protéines majeures de la 

nécroptose sont découvertes à savoir RIPK3174 et MLKL175 respectivement. Les dates clefs de la 

découverte de la nécroptose sont résumées en figure 9176. La chronologie de la découverte de la 

nécroptose est résumée par la Figure 9. 
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Figure 9 : Chronologie de la découverte de la nécroptose , d’après Liu et al176.  

2. Mécanisme 

Longtemps associée à la nécrose, la nécroptose présente les mêmes caractéristiques morphologiques 

à savoir un arrondissement de la cellule, une augmentation du volume cellulaire, un gonflement des 

organites, une absence de fragmentation de l’ADN internucléosique et une rupture de la membrane 

plasmique. Cependant, à l’inverse de la nécrose, la nécroptose se définit comme une mort cellulaire 

programmée impliquant trois principales protéines à savoir RIPK1, RIPK3 et MLKL. L’induction de la 

nécroptose est engendrée par différents stimuli menant à la formation du nécrosome 177. Ces 

différents stimuli activent différents récepteurs initiant la nécroptose soit par la voie canonique ou non 

canonique (Figure 10). 
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Figure 10 : Schéma simplifié des différents récepteurs pouvant déclencher la nécroptose. Les récepteurs 
au TNF, Fas et DR6 permettent d’activer la nécroptose par la voie canonique. Leur activation permet le 
recrutement de la kinase RIPK1 qui va permettre l’activation par phosphorylation de la RIPK3 qui à son 
tour phosphoryle et active la pseudokinase MLKL. La voie non canonique de la nécroptose met en jeu 
TLR4, TLR3 et ZBP1. La voie canonique permet également le recrutement de la kinase RIPK3 mais sans 
l’aide de RIPK1. L’engagement de TLR4 membranaire ou de TLR3 endosomal permet le recrutement de 
l’adaptateur TRIF nécessaire pour l’activation de RIPK3 puis de MLKL. Une infection virale ou la présence 
d’ADN mitochondriale permet également le recrutement de RIPK3 puis de MLKL. Dans la voie canonique 
et non canonique, la phosphorylation de la pseudokinase MLKL induit s on oligomérisation et former un 
pore au niveau de la membrane plasmique pour engendrer la mort cellulaire. D’après Yan et al178. 

2.a Initiation : activation par la voie canonique 

La voie canonique de la nécroptose implique de multiples communications protéiques menant au 

recrutement des trois protéines nécroptotiques RIPK1, RIPK3 et MLKL. La voie canonique est initiée 

par la fixation de différents ligands et cytokines majoritairement sur des récepteurs de mort DR (Death 

Receptor). Parmi ces récepteurs, on retrouve les récepteurs de la superfamille TNFR regroupant le 

TNFR1, Fas, DR4/5, DR6 et d’autre récepteurs transmembranaires tels que les Toll-Like Receptors (TLR) 

ou encore les récepteurs à l’interféron (IFNR) 179,180.  
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Figure 11 : Mécanisme de la voie de signalisation de la nécroptose activée par la voie canonique. 
Différents ligands peuvent activer plusieurs récepteurs transmembranaires initiant la nécroptose. 
L’activation du récepteur TNFR1 engage la formation du complexe I composé de cIAP1/2, CYLD, RIPK1 et 
TRAF2. Les cIAPs induisent la polyubiquitination de RIPK1 permettant le recrutement de NEMO et TAB2 
activant la voie NFκB et la voie des MAPK (ERK, JNK, p38) responsables de la survie cellulaire. Par ailleurs, 
la protéine CYLD induit la déubiquitination de RIPK1 permettant la formation du complexe IIa. Le 
complexe IIa peut également être formé à la suite d’activation de d’autres récepteurs membranaires tels 
que Fas ou encore DR4/5. Dans le complexe IIa, la caspase-8 activée clive et inhibe les activités de RIPK1 
et RIPK3 menant ainsi à l’apoptose. L’absence ou l’inhibition génétique ou chimique de la caspase -8 ou 
de FADD permet de former le complexe IIb responsable de la nécroptose. Dans ce complexe, RIPK1 active 
RIPK3 par phosphorylation ce qui permet la phosphorylation et activation de la pseudokinase MLKL. La 
phosphorylation de MLKL permet son oligomérisation et regroupement de plusieurs protéines afin de 
former un canal au niveau de la membrane plasmique. Ce canal forme un pore membranaire et induit la 
mort cellulaire. Schéma adapté de Chen et al180. 

2.a.i Récepteur TNFR1 

La nécroptose activée par le TNFα est l’activation le plus décrite et comprise dans la littérature. Ceci 

est notamment dû au fait que sa découverte résulte d’une conséquence de la voie de signalisation du 

TNFR1 181. La nécroptose induite par le TNFα s’engage alors par la fixation de ce médiateur au récepteur 

TNFR1 menant à la formation d’un complexe membranaire, complexe I, composé de la kinase RIPK1, 

de la protéine du domaine de mort associé au TNFR1 TRADD, de TRAF2, CYLD et des inhibiteurs 

d’apoptose cIAP1 et cIAP2.  Dans ce complexe, chaque protéine possède une fonction clef et définie. 

En effet, TRADD permet le recrutement de RIPK1 au TNFR1. A son tour, RIPK1 subit une 
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polyubiquitination liée à la Lysine 63 par les cIAPs qui est essentielle au recrutement du facteur 

nucléaire NEMO, une sous-unité du complexe IkB kinase (IKK), qui à son tour active NFκB et les 

protéines kinases MAPK. La déubiquitination de RIPK1 par CYLD ou l’inhibition des protéines cIAP 

permet alors la conversion du complexe I en complexe II 182. On peut distinguer différents complexes 

II à savoir le complexe IIa et le complexe IIb. Après dissociation de TRADD au TNFR1, FADD est recruté 

et permet le recrutement et l’activation de la caspase 8, indépendamment de l’activité kinase de RIPK1 

menant au complexe IIa responsable de l’apoptose. Lorsque la caspase 8 est absente ou inactivée 

notamment par c-FLIP, la kinase RIPK1 est active et recrute RIPK3 et permet la formation du complexe 

IIb 177. Ce complexe IIb mène à la formation du nécrosome se composant des kinases RIPK1 et RIPK3 

et est activé par la phosphorylation croisée de RIPK1 et RIPK3. Enfin, la kinase RIPK3 recrute et 

phosphoryle la pseudokinase MLKL qui va alors être transloquée à la membrane et former des pores 

menant alors à la mort cellulaire 183,184. L’induction de la nécroptose par l’activation du TNFR1 est 

schématisée par la Figure 11.  

2.a.ii Récepteurs Fas, DR4/DR5 et DR6 

D’autres récepteurs de mort tels que le récepteur Fas, les récepteurs DR4/5 (TRAILR1 et TRAILR2 

respectivement) et DR6 peuvent également entraîner l’induction de la nécroptose. La fixation des 

ligands CD95 (FasL) entraîne l’activation du récepteur Fas et TRAIL l’activation de DR4/DR5185. Il a 

également été montré que le ligand APP (Amyloid Precursor protein) peut se lier à DR6 et engendrer 

la nécroptose186.  Contrairement à la signalisation du TNFR1 où se forme d’abord le complexe de survie 

puis les complexes induisant la mort cellulaire, la liaison de FasL à Fas ou de TRAIL à DR4/DR5 induit 

l’assemblage du complexe DISC associé à Fas, menant au recrutement et à l’activation de la caspase 8 

conduisant à l’apoptose. En l’absence physiologique ou forcée des cIAPs et de la caspase 8, RIPK1 

recrute alors RIPK3 formant alors le nécrosome menant à la phosphorylation de MLKL et donc à la 

nécroptose 176,187. L’induction de la nécroptose par l’activation des récepteurs Fas, DR4/DR5, DR6 est 

schématisée par la Figure 11. 

2.a.iii Récepteurs à l’interféron 

Le récepteur à l’interféron (IFNR) peut également être impliqué dans l’induction de la nécroptose. 

L’induction de cette mort cellulaire est activée par les interférons de type I (IFNα et IFNβ) se fixant aux 

récepteurs IFNR1 et 2 et par l’interféron de type II (IFNγ) se fixant au récepteur IFNγR. L’activation de 

ces récepteurs induit la formation du nécrosome avec le recrutement de RIPK1 et RIPK3 quand FADD 

ou la caspase 8 sont absents ou inactivés, conduisant alors à la nécroptose avec la phosphorylation de 

MLKL 188,189.  
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2.b Initiation : activation par la voie non canonique 

L’induction de la voie non canonique de la nécroptose implique les récepteurs Toll-Like 3 et 4 (TLR3/4) 

ou la protéine ZBP1. A l’inverse de la voie canonique, la voie non canonique induit la nécroptose mais 

indépendamment du recrutement et de l’activité de la kinase RIPK1 190.  

2.b.i Récepteurs TLR3/4 

Les toll-receptors 3 et 4 (TLR3 et TLR4) peuvent également être mobilisés lors de l’initiation de la 

nécroptose. En réponse à une stimulation du TLR4 par le LPS ou du récepteur endosomal TLR3 par des 

signaux de danger comme l’ADN double brin provenant de virus (dsDNA), la nécroptose est activée 

indépendant de RIPK1. L’engagement des TLR3 et 4 déclenche le recrutement de l’adaptateur TRIF qui 

va se complexer à RIPK3 et ensuite induire la phosphorylation de MLKL conduit à la mort cellulaire 191–

193. 

2.b.ii ZBP1 

ZBP1 (également appelé DAI) est le régulateur principal de l’induction de la nécroptose lorsque celle-

ci est causée par une infection virale. En effet, ZBP1 est considéré comme un senseur cytoplasmique 

pouvant détecter les acides nucléiques libres. Ainsi, l’ADN ou l’ARN virale peuvent être détectés 

comme l’ADN et ARN mitochondrial qui sont relargués dans certains contextes pathologiques. Comme 

RIPK1 induit le recrutement et la phosphorylation de RIPK3 dans la voie canonique, ici ZBP1 induit le 

recrutement et l’autophosphorylation de RIPK3 qui à son tour permet la phosphorylation de MLKL, 

dernier effecteur de la nécroptose 194,195. 

2.c Formation du nécrosome : les protéines clefs  

Le mécanisme de la nécroptose met en jeu principalement trois protéines à savoir les kinases RIPK1, 

RIPK3 et la pseudokinase MLKL décrits ci-dessous. 

2.c.i RIPK1  

RIPK1 est une kinase de 76 kDa découverte au début des années 2000171. Cette sérine/thréonine kinase 

est une protéine qui appartient avec la famille des kinases RIP composée de sept membres soit de 

RIPK1 à RIPK7 (Figure 12). RIPK6 et RIPK7 appelées respectivement LRRK et LRRK2 sont des cousins 

plus éloignés de RIPK1-RIPK5196. Ces protéines appartiennent à la même famille du fait de leur 

homologie notamment partagée au niveau de leur site catalytique situé en N-ter. A l’inverse, chaque 

membre de la famille RIP se différencie par leur terminaison C-ter, différente entre chaque protéine 

(Figure 12). En effet, la protéine RIPK1 possède un domaine de mort DD, la protéine RIPK2 un site de 

recrutement des caspases CARD et les protéine RIPK4 et RIPK5 une répétition ankyrine différentes 
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entre elles. Première kinase de cette famille, RIPK1 possède un domaine de mort DD en C-ter et 

également un motif d’interaction homotypique RIP nommé RHIM nécessaire à son interaction avec 

RIPK3. La protéine RIPK1 subit de nombreuses modifications post-traductionnelles telles que la 

phosphorylation et l’ubiquitination nécessaire à sa fonction. L’ubiquitination de cette protéine inhibe 

son activité kinase. Indispensable à l’induction de la signalisation induite par le TNFα, RIPK1 se lie au 

domaine DD de TRADD et au récepteur de la superfamille TNFR pour former une structure trimérique.  

Par la suite, TRADD recrute des ubiquitines ligases E3 comme cIAP1/2 par l’intermédiaire de TRAF2 

pour former le complexe I nécessaire à l’activation de la voie NFκB ou encore la voie des MAPKinases. 

cIAP1/2 favorisent l’ubiquitination liée à K63 sur la Lys377 de RIPK1 et leurs propres sites de lysine, 

fournissant une plate-forme nécessaire à l’activation de NFκB197,198. 

Lorsque les signaux intracellulaires favorisent l’induction de mort et non l’inflammation, RIPK1 peut 

être déubiquitinylé par les enzymes A20 ou CYLD menant ainsi au complexe II. La formation du 

complexe II s’observe également lorsque cIAP1/2 sont absents ou inhibés. La formation du complexe 

II et donc de DISC peut suivre deux voies différentes. Il peut alors conduire au complexe IIa formé de 

FADD, de la caspase 8 et de RIPK1 qui vont mener à l’apoptose. Lorsque la caspase 8 est inhibée ou 

absente, RIPK1 s’associe à RIPK3 conduisant à la formation du complexe IIb nécessaire à la nécroptose 

caractérisée par l’activation et la phosphorylation de MLKL. La phosphorylation de la kinase RIPK1 est 

un des marqueurs de l’activation de la nécroptose. Plusieurs études montrent de nombreux sites de 

phosphorylation de RIPK1 mais seulement la phosphorylation de la Ser161 ou Ser166 se retrouvent 

dans la nécroptose. Moléculairement parlant, l’induction de la nécroptose mène à 

l’autophosphorylation de RIPK1 en Ser161 ou Ser166 nécessaire à l’interaction et activation de la 

kinase RIPK3 par le domaine RHIM199. 
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Figure 12 : Structures des kinases de la famille RIPK. Les protéines de la famille RIPK partagent un 
domaine homologue sérine-thréonine kinase (KD) avec un site catalytique. La phosphorylation de la 
Ser227 de RIPK3 est essentielle pour l’activation de la nécroptose. De plus, RIPK1 est autophosphorylée 
en Ser14, Ser15, Ser161 et Ser166 pendant la nécroptose.  L’asp324 de RIPK1 et l’Asp328 de RIPK3 sont 
des sites de clivage par ma caspase-8 activée. RIPK1 possède un domaine DD en C-ter qui assure la 
médiation de la signalisation des récepteurs de mort. RIPK2 possède un domaine CARD en C -ter assurant 
la médiation de la signalisation des caspases. RIPK1 et RIPK3 possèdent un domaine RHIM nécessaire à 
leur interaction et activation dans la nécroptose. RIPK4 et RIPK5 ont des répétitions d’ankyrine en Ct -er. 
RIPK6 et RIPK7 possèdent des régions riches en leucine (LRR), des répétions d’ankyrine, des domaine Roc 
et COR (Roc/COR) et des répétitions WD40 (WD). D’après He et Wang200.  

2.c.ii RIPK3 

La protéine RIPK3 est une kinase qui a été découverte en 1999 par deux groupes de chercheurs dans 

des travaux notamment sur l’apoptose 201,202. Le gène Ripk3 codant pour cette protéine se trouve sur 

le chromosome 14 chez l’Homme et la souris. Chez l’Homme, RIPK3 est codé par 518 acides aminés 

pour une protéine de 57kDa tandis que chez la souris cette protéine est codée par 486 acides aminés 

pour 53 kDa 203. Appartenant à la famille des kinases RIP, la protéine RIPK3 possède en motif C-terminal 

un motif d’interaction homotypique RIP nommé RHIM, également présent dans le domaine 

intermédiaire de RIPK1 assurant leur interaction nécessaire pour la voie canonique de la nécroptose 

204. Ce domaine RHIM permet également à la kinase RIPK3 d’interagir avec TRIF ou encore ZBPI afin 

d’activer la voie non canonique de la nécroptose 205.  
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La protéine RIPK3 possède plusieurs sites de phosphorylation mais peu d’entre eux sont connus pour 

des fonctions biologiques. Dans la nécroptose, la phosphorylation en Sérine 227 pour RIPK3 humain et 

la phosphorylation de la Thréonine 231/Sérine 232 chez la souris sont indispensables pour le 

recrutement et l’activation de la pseudokinase MLKL 203,206. Hormis son rôle dans la nécroptose, la 

protéine RIPK3 intervient dans plusieurs processus de morts cellulaires et également dans 

l’inflammation et le métabolisme mitochondrial204,207. Comme dit précédemment, la kinase RIPK3 est 

une protéine clef dans l’induction de la nécroptose notamment par la voie canonique mais également 

non canonique. Dans les deux voies, l’activation de RIPK3 mène à sa phosphorylation qui va à son tour 

phosphoryler MLKL induisant son oligomérisation et translocation à la membrane plasmique pour 

former des pores. 

Le rôle de RIPK3 a également été montré dans la régulation de l’autophagie. En effet, en réponse à un 

stress génotoxique, RIPK3 phosphoryle la protéine autophagique Ulk1 en Sérine 746 indispensable lors 

de l’autophagie alternative 207,208. Hormis son rôle dans la nécroptose induisant le relargage de DAMPs, 

RIPK3 est impliqué dans l’inflammation notamment car il s’agit d’un activateur de la voie NF-κB et des 

MAPK dans de nombreux types cellulaires menant à la transcription de gènes de cytokines et 

chemokines pro-inflammatoire ainsi que de NLRP3. Le mode d’activation de la voie NF-κB par RIPK3 

n’étant pas défini, deux mécanismes sont proposés afin de l’expliquer. Dans les cellules exprimant la 

caspase 8 et indépendamment de son activité kinase, RIPK3 favorise l’activation de l’inflammasome 

par l’axe caspase 8-RIPK1-NLRP3 209. Le second mécanisme proposé intervient dans les cellules quand 

la caspase 8 est inactive où RIPK3 favorise l’activation de l’inflammasome par MLKL. En effet, MLKL 

peut directement induire l’activation de NLRP3 après l’efflux de potassium dû à la rupture de la 

membrane plasmique 210. Enfin, RIPK3 joue un rôle dans le métabolisme mitochondrial notamment 

lors de la glycolyse. En effet, plusieurs études ont montré des interactions entre RIPK3 et des enzymes 

métaboliques tels que la glutamate dehydrogenase 1 (GLUD1), la furamate hydratase (FH) ou encore 

la glycogène phosphorylase (PYGL)211. De plus, RIPK3 et MLKL sembleraient également activer le 

complexe de la pyruvate dehydrogenase pour augmenter la respiration aérobique. 211,212 

2.c.iii MLKL 

L’effecteur terminal de la nécroptose est la pseudokinase MLKL, découverte en 2012175. Les 

pseudokinases représentent 10% des kinomes de mammifères et désignent des protéines kinases au 

site catalytique inactif leur empêchant alors leur action de phosphorylation213. Les pseudokinases sont 

des régulateurs de la signalisation cellulaire en agissant principalement en tant que modulateurs des 

protéines kinases dites authentiques 214.  Hormis son domaine pseudokinase en C-ter nommé PsKD, la 

protéine MLKL est composée d’une terminaison N-terminale à quatre hélices nommée 4HB et d’une 

région à deux hélices appelée également « linker » ou « brace ». La structure 4HB est connue pour sa 
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fonction de perméabilisation responsable de la mort cellulaire tandis que le domaine pseudokinase et 

le linker jouent un rôle dans le réarrangement structurel dû à la phosphorylation de MLKL. En effet, 

lorsque MLKL est recrutée dans le nécrosome et activée par la phosphorylation de RIPK3, MLKL subit 

un changement conformationnel réorientant le domaine 4HB et le linker. Ce changement permet 

l’oligomérisation de la protéine, suivie de la perméabilisation cellulaire 215,216 et est schématisé par la 

Figure 13. 

 

Figure 13 : Schéma représentant le changement 
conformationnel de la pseudokinase MLKL lors de la 
nécroptose. La pseudokinase MLKL est composée de 
trois domaines : son domaine pseudokinase PsKD en 
position C-terminale, suivi d’un linker/brac et d’une 
terminaison N-terminale 4HB effectrice de la 
nécroptose. L’induction de la nécroptose permet le 
recrutement et la phosphorylation de RIPK3 (soit par 
RIPK1, ZBP1 ou TRIF) qui à son tour phosphoryle 
MLKL. La phosphorylation de MLKL induit à son tour 
un changement conformationnel de la protéine 
réorientant le domaine 4HB et le linker. Ce 
changement conformationnel est nécessaire à 
l’oligomérisation de la protéine en tétramère pour 
former un pore à la membrane plasmique. Ce pore 
induit la perméabilisation de la membrane 
caractérisée par le relargage de DAMPs. Adapté de 
Krautwald et al217. 

 

Indispensable à la nécroptose, la phosphorylation 

de MLKL par RIPK3 sur son domaine pseudokinase 

est réalisée en T357/S358 pour MLKL humain et en 

S345 pour MLKL murin 216. Malgré la similarité au 

niveau structurel et fonctionnel, certaines études 

montrent des différences entre la protéine MLKL humaine et murine notamment sur l’assemblage de 

celles-ci. En effet, certaines études montrent que la protéine MLKL humaine va s’assembler en 

tétramère tandis que la protéine MLKL murine s’assemble en trimère pour ensuite former des pores 

au niveau de la membrane plasmide 218,219. 

Mis à part l’action de RIPK3 sur MLKL convertissant les protéines MLKL dormantes dans la cellule en 

protéines actives, d’autre modifications post-traductionnelles ont été montrées comme nécessaires à 

l’oligomérisation et la translocation de MLKL à la membrane plasmique. Par exemple, certains 

métabolites inositols phosphates comme le 6-inositol phosphate IP6 permettent l’oligomérisation de 

pMLKL et sa translocation à la membrane plasmique 220. De plus, il a été montré que les kinases TAM  
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(regroupant les kinases Tyro3, Axl et Mer) après la phosphorylation par RIPK3, phosphorylent à leur 

tour MLKL pour induire son oligomérisation 221. Enfin, MLKL est client des protéines chaperonnes 

HSP70 et HSP90 permettant leur translocation à la membrane plasmide entraînant la perméabilisation 

et la mort de la cellule 222,223.  

Hormis son rôle comme exécuteur final de la nécroptose, la protéine MLKL participe à plusieurs 

mécanismes 215. En effet, certaines études ont pu montrer que MLKL participe à la génération de 

formation de vésicules extracellulaires, indépendamment de l’activité de RIPK1 et RIPK3 224. MLKL joue 

également un rôle dans le modelage de la membrane plasmique puisqu’il peut induire l’exposition de 

la phosphatidylsérine  à la membrane 225. Il semblerait également que MLKL joue un rôle au niveau du 

système nerveux en favorisant le processus de démyélinisation permettant la régénération nerveuse 

226. Enfin, MLKL semblerait également jouer un rôle nucléaire lors de la nécroptose mais cet aspect 

sera abordé ultérieurement.   

2.d Perméabilisation de la membrane plasmique et relargage de DAMPs 

Lors de la nécroptose, la phosphorylation de MLKL décrit précédemment entraîne son oligomérisation 

et sa translocation à la membrane plasmide. A la membrane cellulaire, les oligomères de pMLKL 

induisent sa rupture en formant un groupe de pores avec les protéines de jonctions serrées ou en 

régulant le flux de canaux ioniques 227–229. A l’inverse de certaines morts cellulaires comme l’apoptose, 

la nécroptose comme la nécrose est une mort cellulaire rapide caractérisée par la perméabilisation de 

la membrane plasmique ainsi que la libération du contenu cellulaire et de DAMPs (Figure 14). Cette 

libération de contenu intracellulaire définie alors la nécroptose comme une mort cellulaire hautement 

immunogène. En effet, on observe dans les cellules nécroptotiques le relargage de molécules pro-

inflammatoires tels que HMGB1, la Calreticuline (CRT), des fragments d’ADN ou encore de l’ATP 230,231.  

 

Figure 14 : Relargage de DAMPs lors de mort cellulaire immunogène . D’après Ahmed et Tait231. 
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3. Contexte physiopathologique de la nécroptose 

La nécroptose est une mort cellulaire programmée qui intervient le plus souvent dans un contexte 

pathologique. Quelques exemples sont décrits ci-dessous. 

3.a Développement et embryogenèse  

Depuis longtemps, l’une des approches pour comprendre le rôle de gènes et protéines dans le 

développement est de générer des animaux knock-out (KO) pour ceux-ci et étudier leur croissance du 

stade embryonnaire jusqu’au stade adulte. Grâce à ces modèles, de nombreux gènes impliqués dans 

les voies de morts cellulaires ont été identifiés comme les gènes caspase 8 et fadd. Ainsi, l’absence des 

gènes caspase 8 et fadd mène à une léthalité embryonnaire signifiant que la présence de ces gènes et 

donc des phénomènes d’apoptose est indispensable au bon développement de l’embryon 232. Pour 

comprendre l’implication des gènes nécroptotiques, de la même façon des animaux transgéniques 

ripk1 -/-, ripk3 -/- et mlkl -/- ont été générés. Ainsi, les souris ripk1 -/- ne survivent pas plus de trois 

jours indiquant le rôle essentielle de ce gène dans le développement 233. Néanmoins, la protéine Ripk1 

étant impliquée dans l’ensemble des voies de morts TNFα dépendantes cela ne permet d’affirmer que 

la nécroptose est impliquée dans le développement. A l’inverse, des souris ripk3 -/- ou mlkl -/- sont 

viables et présentent un développement normal supposant alors que la nécroptose n’est pas 

essentielle aux mécanismes de développement 234,235.  Cependant, la léthalité des souris caspase 8 -/- 

ou fadd -/- peut être permutée par l’ablation de ripk3. En effet, l’absence de ripk3 dans les souris fadd 

-/- leur permet de survivent mais on observe une mort post-natale dans les animaux fadd -/- ripk3Δ/Δ 

dû à une trop forte inflammation notamment au niveau des intestins. Ces résultats suggèrent alors 

que l’ablation de ripk3 permet la survie des souris déficientes pour fadd selon deux processus : 

l’inhibition de la nécroptose au cours du développement embryonnaire et la restriction de 

l’inflammation massive au cours du développement post-natal 232.   

Ainsi, la nécroptose semble assurer la médiation de fonctions physiologiques majeures mais est 

également impliquée dans l’étiologie de nombreuses pathologies humaines. 

3.b Maladies cardiaques 

Plusieurs études ont établi un lien entre les maladies cardiovasculaires et la nécroptose 236,237. Par 

exemple, comparément aux souris sauvages, les souris ripk3-/- sont moins sensibles à l’insuffisance 

cardiaque dû à une réponse nécroptotique réduite du myocarde. Ceci s’explique par le fait que la 

protéine kinase II dépendante de la calmoduline CaMKII, que l’on retrouve en grand nombre 

notamment dans le myocarde a été montrée comme substrat de la protéine nécroptotique RIPK3. En 

effet, à un niveau basal, CaMKII est inactive et est activée lors d’une contraction cardiaque par 
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exemple. Cette protéine peut être activée par des agents cardiotoxiques comme la doxorubicine 

menant alors à l’insuffisance cardiaque. Ainsi, après exposition à la doxorubicine, les souris ripk3 -/- 

sont moins sensibles à l’insuffisance cardiaque dû à une réponse nécroptotique réduite du myocarde 

puisque RIPK3 ne peut plus activer CaMKII 238. De plus, ces mêmes souris déficientes pour ripk3 

développent des lésions d’athéroscléroses moins importantes que les souris sauvages. Chez l’Homme, 

on observe un niveau élevé des ARN messagers de RIPK3 et MLKL dans les plaques d’athéromes et le 

niveau de phosphorylation de MLKL peut également être considéré comme un biomarqueur avancé 

de la nécroptose dans l’athérosclérose 236. La nécroptose est également impliquée dans d’autres 

maladies cardiovasculaires comme l’accident vasculaire cérébral, l’infarctus du myocarde et bien 

d’autres et l’inhiber représente une stratégie thérapeutique pour renforcer les traitements déjà 

existant et limiter à long terme les effets néfastes de ces troubles cardiaques. 

3.c Maladies neurodégénératives 

Plusieurs travaux ont pu montrer un rôle important de la nécroptose dans les maladies 

neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer, la maladie de Parkinson ou encore la sclérose 

en plaque 176,239. Le rôle de la nécroptose dans ces maladies cérébrales a notamment été mis en 

évidence avec l’utilisation d’inhibiteur de nécroptose comme la Nec-1, inhibiteur de la kinase RIPK1. 

En effet, Degterev et al ont été les premiers à observer des phénomènes nécroptotiques in vivo au 

niveau du cerveau notamment dans l’ischémie cérébrale et qu’elle était diminuée suite à 

l’administration de Nec-1172. Caractérisée par une dégénérescence progressive des neurones 

dopaminergiques, la maladie de Parkinson est l’une des plus maladies neurodégénératives des plus 

répandues représentant un axe important de la recherche mondiale. Des études réalisées sur des tissus 

post-mortem de patients atteints de la maladie de Parkinson ont montré une activation de la 

nécroptose et une expression élevée des protéines RIPK1, RIPK3 et MLKL dans la substance noire de 

patients atteints240.  Également, l’inhibition pharmacologique de RIPK1 et l’inhibition génétique de 

RIPK3 et MLKL diminue la dégénérescence des neurones dopaminergiques dans des modèles animaux 

de la maladie de Parkinson241.   

Autre maladie neurodégénérative majeure, la maladie d’Alzheimer (AD) manifestée en partie par une 

perte progressive de la mémoire et des troubles cognitifs et son développement peuvent être associés 

aux mécanismes sous-jacents de la nécroptose 176,242. Cette neurodégénérescence est caractérisée par 

l’accumulation anormale de la protéine hyperphosphorylée Tau (pTau) et d’agrégats intracellulaires et 

extracellulaires d’amyloïde-β (Aβ). Plusieurs études conduites sur des coupes post-mortem de cerveau 

de patients atteints d’AD ont montré qu’une accumulation d’Aβ est associée à une accumulation de 

protéines nécroptotiques telles que pMLKL243 et que les protéines RIPK1 , RIPK3 et MLKL sont 
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également augmentés par rapport à un tissu sain244. Comme dans la maladie de Parkinson, l’utilisation 

d’inhibiteurs de RIPK1 (Nec-1), de RIPK3 (GSK’843) et de MLKL (NSA : nécrosulfonamide) réduisent la 

nécroptose au niveau du cerveau et permettent une amélioration des troubles cognitifs dans les 

modèles d’AD242.  

3.d Inflammation 

Comme décrit précédemment, la nécroptose est une mort cellulaire hautement inflammatoire par le 

relargage de DAMPs. Également, comme cité précédemment et souligné par Kearney et Martin, la 

nécroptose spontanée conduit à une inflammation excessive léthale dans les animaux caspase 8 -/- ou 

fadd -/- et peut être restaurée par la délétion supplémentaire de ripk3 ou mlkl traduisant donc du rôle 

majeure de la nécroptose dans l’inflammation 245. De plus, la nécroptose joue un rôle dans 

l’inflammation puisque la protéine RIPK3 active la formation de l’inflammasome responsable de la 

production de l’interleukine 1-β (IL-1β)246,247 (paragraphe 2.C.ii). L’inflammation induite par la 

nécroptose peut également être observée lors d’une infection virale activant ZBP1 responsable de la 

voie non canonique de la nécroptose 248. Depuis plusieurs année, il est connu que la  COVID-19 causée 

par une infection au SARS-CoV-2 est marquée par une forte phase inflammatoire due à la tempête 

cytokinique où on observe une activation accrue de la nécroptose, pyroptose et ferroptose249. En effet, 

des niveaux sériques élevés de RIPK3 ont été retrouvées dans les sérums de patients atteints de la 

COVID-19250 et des infections au SARS-Cov2 sur des cellules pulmonaires ont montré une augmentation 

de pMLKL251.  Ainsi, pour diminuer cette inflammation lors de l’infection certains inhibiteurs de 

nécroptose sont étudiés comme potentiels traitement et certains sont testés en essais cliniques252,253.   

3.e Cancer 

Dans le cancer, le rôle de la nécroptose est paradoxale puisque que cette mort cellulaire peut être 

considérée comme anti-tumorale par sa fonction de dégradation et ses propriétés immunogènes, mais 

également comme pro-tumorale par la forte inflammation induite, caractéristique du cancer 184,185,254. 

La nécroptose touche également les cellules tumorales au sein de la tumeur mais également toutes les 

autres cellules du microenvironnement tumoral traduisant également de la complexité du rôle de cette 

mort cellulaire dans la transformation néoplasique. Cette ambivalence ouvre le champ à de 

nombreuses études et les rôles pro et antitumoraux de la nécroptose seront résumés dans les parties 

ci-dessous.  

3.e.i Rôle antitumoral 

Comme décrit précédemment, l’échappement des cellules cancéreuses aux phénomènes de morts 

cellulaires comme la nécroptose fait partie des mécanismes mis en place par les cellules tumorales 
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pour se multiplier. Ainsi, la diminution de l’expression de protéines clefs impliquées dans la 

signalisation de la nécroptose a été constatée dans différents types de cellules cancéreuses suggérant 

que ces cellules échappent à la nécroptose pour survivre. En effet, deux articles publiés par les mêmes 

auteurs montrent qu’une grande partie des lignées cancéreuses présentent une expression négatives 

pour la protéine RIPK3255,256. Comme le montrent la Figure 15 ci-dessous, sur plus de 60 lignées 

cancéreuses deux tiers de ces cellules sont déficientes pour la protéine RIPK3. 

 

Figure 15 : Niveau d'expression basale de la kinase RIPK3 dans 60 lignées cancéreuses. Western-blot de 
lysats totales sur 60 lignées cancéreuses, d’après Koo et al255.  

Une diminution de l’expression de RIPK3 est également retrouvée dans plusieurs tumeurs humaines 

de différentes origines comme dans le cancer mammaire, colorectale ou encore dans des leucémies 

ou mélanome178,185. Cette diminution de l’expression de RIPK3 est la résultante de modifications 

épigénétiques mises en place par les cellules cancéreuses257. L’une de ces modifications les plus 

constatées est la méthylation génomique de RIPK3 à proximité de son site de départ transcriptionnel, 

empêchant la production de RIPK3255.  Également, on peut observer à la suite d’une infection au 

Epstein Barr Virus (EBV) une suppression de RIPK3 due à une hyperméthylation de son 

promoteur258,259. Une autre étude a également démontré que la méthylation de RIPK3 est maintenue 

par l’expression UHRF1 et peut être restaurée par le facteur de transcription Sp1260. Par ailleurs, il est 

également décrit que l’expression de certains oncogènes tels que BRAF et AXL peuvent influencer 

l’expression de RIPK3. L’inhibition de ces deux gènes permet de restaurer l’expression de RIPK3 dans 

les cellules ne l’exprimant pas et ainsi restaurer leur sensibilité à l’induction de la nécroptose261. Tout 

comme RIPK3, des niveaux d’expressions différentes de la protéine MLKL sont retrouvés dans 

différents cancers 262 mais leurs origines restent plus mystérieuses. En effet, trois mutations de MLKL 

ont été étudiées dans les cancers humains. Pour deux d’entre elles, les mutations surviennent dans 

des régions très conservées situées dans le domaine PsKD pour MLKL humain dans des cancers 

gastriques263. La troisième mutation a été observée dans la boucle d’activation de PsKD dans le cancer 

pulmonaire humain262.    

L’expression de ces protéines nécroptotiques peut alors servir comme biomarqueurs pour ainsi prédire 

le pronostic (Tableau 1).  
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Tableau 1 : Niveaux d'expression de protéines nécroptotiques dans différents cancers et leur pronostic 
associé. Réalisé à partir des travaux de Lalaoui et Brumatti 264, Liu et al185 et Garg et al257. 

Protéines 
Niveau 

d’expression 
Type de cancer Pronostic Références 

RIPK3 

↓ Cancer colorectal Mauvais pronostic 

255, 265, 266, 

267, 266, 268, 

267 

↓ Leucémie myéloïde aiguë Mauvais pronostic 269, 270 

↓ Mélanome Mauvais pronostic 271 

↑ Cancer du pancréas Mauvais pronostic 272, 273 

↑ Cancer du poumon Bon pronostic 274 

↑ Cancer colorectal Bon pronostic 275 

↓ Cancer du sein Mauvais pronostic 276, 255, 

MLKL 

 

↓ Cancer gastrique Mauvais pronostic 272 

↓ Cancer des ovaires Mauvais pronostic 277 

↓ Carcinome épidermoïde Mauvais pronostic 278 

↓ Cancer du pancréas Mauvais pronostic 279 

↓ Cancer colorectal Mauvais pronostic 265 

↓ HR-HPV cervical cancer Mauvais pronostic 280 

↑ Cancer du sein Mauvais pronostic 281 

RIPK1 

↓ Cancer de la tête et du cou Mauvais pronostic 281 

↓ Cancer du foie Mauvais pronostic 282 

↑ Cancer du sein Mauvais pronostic 283 

↑ Glioblastome Mauvais pronostic 284 

↓ 
Carcinome spinocellulaire 

de la tête et du cou 
Mauvais pronostic 285 

 

L’absence de ces protéines nécroptotiques retrouvée dans divers cancers et associée à un mauvais 

pronostic traduit des propriétés antitumorales de la nécroptose.  

Au niveau de la recherche fondamentale et translationnelle, plusieurs études montrent qu’une 

surexpression de ces protéines permet une régression tumorale et par conséquent une meilleure 

réponse immunitaire anti-tumorale. En effet, lorsque la protéine RIPK3 est surexprimée dans un 

modèle de cellules de cancer de la prostate286 ou dans des cellules de carcinomes de l’œsophage287, 

on observe une diminution de l’agressivité de ces cellules comme une diminution de leur capacité de 
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migration et d’invasion. De plus, comparément aux cellules non modifiées, la surexpression de RIPK3 

dans ces cellules permet une réduction de la croissance tumorale lorsqu’elles sont injectées en sous-

cutanée dans le modèle de souris nude. De même, dans un modèle de cancer de la vessie, l’absence 

de RIPK3 et MLKL par l’injection de cellules shRIPK3 et shMLKL augmente la croissance tumorale 

comparément aux cellules non modifiées. Dans ce même modèle, la surexpression de MLKL permet 

une régression tumorale288. Cependant, ces études utilisent le modèle de souris nude pouvant alors 

émettre une limite quant à la transposition du rôle anti-tumorale de la nécroptose. En effet, la 

nécroptose étant connue comme très inflammatoire et sachant que l’inflammation participe à la 

tumorigenèse notamment par le recrutement de cellules immunitaires pro-tumorales, il est nécessaire 

d’étudier le rôle de ces protéines dans un modèle immunocompétents.  

Ainsi, la surexpression de RIPK3 dans le modèle de carcinome pulmonaire murin LLC1 injectées dans 

souris C57Bl/6 montre une diminution de la croissance tumorale caractérisée par une diminution de 

neutrophiles et monocytes dans la tumeur260.  Des approches moins conventionnelles comme 

l’utilisation de virus relarguant MLKL ou encore l’injection de l’ARN messager MLKL (mMLKL) ont pu 

montrer une activité anti-tumorale de la nécroptose. Comme cité précédemment, la vaccination 

utilisant des virus oncolytiques peut être une alternative thérapeutique pour réactiver la réponse 

immunitaire et ainsi permettre la régression tumorale. Dans une étude, un virus oncolytique est 

modifié de façon à relarguer la protéine nécroptotique MLKL puis est injecté dans des tumeurs de 

mélanome B16-F10 dans des souris immunocompétentes. Les résultats de ce travail montrent que 

l’injection de ce virus permet une forte régression tumorale car la présence de MLKL permet le 

relargage de DAMPs comme HMGB1 permettant le recrutement de cellules T aux propriétés 

cytotoxiques289. L’injection du transcrit mMLKL dans les tumeurs de modèles syngéniques B16-F10 de 

mélanome et de cancer colorectal CT26 permet également une régression des tumeurs par le 

recrutement des cellules immunitaires anti-tumorales. Ces résultats prouvent que les signaux 

nécroptotiques tels que la présence de MLKL permet le recrutement de cellules immunitaires anti-

tumorales car les cellules B16-F10 et CT26 sont déficientes pour la protéine RIPK3. L’injection de 

mMLKL en intratumoral permet la réduction de la tumeur en sous-cutanée et protège également 

contre l’apparition de nodules pulmonaires dans le modèle de métastases lorsque les cellules sont 

injectées par voie intraveineuse. En thérapies, les inhibiteurs de checkpoints immunitaires comme les 

anti-CTLA4 ou anti-PD1 ne fonctionnent pas pour tous les patients notamment pour ceux qui 

présentent une faible infiltration immunitaire. Ainsi, l’ajout de mMLKL dans la tumeur induit la 

production de néo-antigènes au sein du site tumoral permettant le recrutement de cellules 

immunitaires anti-tumorales. Ainsi, lorsque mMLKL est injecté en amont d’un anti-PD1, on observe 

une absence du développement tumoral. Enfin, les auteurs de cette étude ont également utilisé le 
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transcrit humain MLKL (hMLKL) dans un modèle de souris humanisées et son injection permet un 

retard de la croissance tumorale290.   

Cependant, même si un grand nombre de publications montrent les propriétés anti-tumorales de la 

nécroptose, celle-ci peut être également participer et promouvoir la tumorigenèse. 

3.e.ii Rôle pro-tumoral 

Hormis son rôle anti-tumoral, la nécroptose est également définie comme pro-tumorale par sa 

capacité à induire une forte inflammation et à promouvoir la formation de métastases178,185. Comme 

indiqué dans le Tableau 1, l’expression des gènes des protéines nécroptotiques RIPK1, RIPK3 et MLKL 

peut être utilisée comme marqueurs de pronostic. Même si l’absence de ces gènes est majoritairement 

reportée comme mauvais pronostic, leur surexpression dans certains cancers est également associée 

à un mauvais pronostic notamment dans le cancer du sein et du pancréas. En effet, une étude 

comparant plusieurs lignées de cancer du sein montre que l’invalidation des gènes ripk1, ripk3 et mlkl 

réduit leur tumorigénicité et permet de les sensibiliser à la radiothérapie. Dans cette même étude, un 

traitement à la NSA dans des souris porteuses de tumeurs permet une régression tumorale291. D’autres 

observations en faveur des propriétés pro-tumorales est l’expression de RIPK3 qui est retrouvée dans 

les tumeurs mammaires récurrentes ou récidivantes alors que RIPK3 est absents dans les tumeurs 

primaires292. Un travail réalisé sur la nécroptose et le cancer du pancréas montrent que les protéines 

RIPK1 et RIPK3 sont fortement exprimées dans la tumeur et associées à une inflammation accrue. En 

effet, l’expression de RIPK3 est corrélée à la sécrétion de la chimiokine pro-inflammatoire CXCL1 qui 

permet la progression tumorale avec le recrutement de cellules immunosupressives comme les TAM 

et les MDSCs273. Également dans le cancer du pancréas, la nécroptose participe à la tumorigenèse car 

elle permet la migration des cellules cancéreuses à travers l’axe CXCL5-CXCR2. Des expériences de 

migration montrent que des cellules cancéreuses pancréatiques exposées à un milieu conditionné 

provenant d’un milieu de culture où des cellules sont traitées avec des inducteurs de nécroptose 

migrent plus rapidement à la suite d’une blessure où dans des expériences de « transwell-Matrigel 

invasion assay ». Ce milieu présente un niveau élevé de CXCL5 qui a pour récepteur CXCR2, lui-même 

surexprimé dans les cellules pancréatiques. L’induction de la nécroptose dans ces cellules permet le 

relargage de CXCL5 qui promeut l’invasion et la migration de ces cellules à travers CXCR2 car l’ajout 

d’inhibiteur ou de siRNA contre CXCR2 bloquent leur migration293. Pour former des métastases, l’étape 

d’extravasion est une étape clef qui permet aux cellules cancéreuses d’envahir des tissus sains. Strilic 

et al ont alors démontré que les cellules cancéreuses sont capables d’induire la mort des cellules 

endothéliales par nécroptose afin de promouvoir leur extravasion par l’activation de DR6 dans le 

modèle de mélanome murin B16-F10. En effet, la coculture entre des cellules tumorales B16-F10 et 

des cellules endothéliales provoque la mort par nécroptose des cellules endothéliales. Cette mort est 
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induite par le relargage du ligand APP libéré par les cellules tumorales pouvant se fixer au DR6 des 

cellules endothéliales induisant la nécroptose. La destruction de ces cellules permet alors une 

ouverture pour les cellules cancéreuses qui permet leur extravasion favorisant l’apparition de 

métastases au niveau du poumon dans le modèle métastatique B16-F10186. Une autre étude utilisant 

le modèle de métastases B16-F10 montre que la perte de RIPK3 dans le microenvironnement tumoral 

réduit la formation de nodules pulmonaires et présente une diminution de marqueur d’extravasion et 

d’angiogenèse294.  

De nombreux travaux montrent donc le rôle dichotomique de la mort nécroptotique et de l’immunité 

et l’analogie entre le Yin et le Yang représentant les fonctions pro et anti-tumorales de l’immunité 

induite par la nécroptose par la Figure 16 réalisée Garg et al illustre parfaitement cette ambivalence. 

 

Figure 16 : Représentation schématique 
des réponses immunitaires pro ou anti-
tumorales induites par la nécroptose. 
Lorsque les cellules tumorales meurent 
par nécroptose, elles libèrent un 
ensemble de DAMPs, chimiokines et 
cytokines, antigènes (Ag) tumoraux 
créant un microenvironnement 
immunitaire inflammatoire qui peut 
avoir des effets anti-tumoraux ou pro-
tumoraux. (1a) Les molécules 
immunogènes libérées par les cellules 
mourant par nécroptose permettent le 
recrutement de macrophages et DC 
naïves qui vont migrer au niveau des 
ganglions lymphatiques. (1b) Au sein du 
ganglion lymphatique, les cellules 
présentatrices d’antigènes activées 
amorcent les cellules T CD8+/CD4+ par 
des antigènes cancéreux. Après cette 
interaction, les cellules T naïves se 
différencient en cellules T cytotoxiques 
effectrices. Ces cellules T rejoignent 
alors la circulation. (1c) Les cellules T 
effectrices infiltrent la tumeur pour 
éliminer les cellules cancéreuses. (2a) 
Cependant, la mort cellulaire par 
nécroptose des cellules cancéreuses 
peut avoir des effets pro-tumoraux en 
attirant notamment les MDSCs et les 
TAM pouvant entraîner une 
immunosupression de la tumeur. (2b) 

Parallèlement, les cytokines libérées par les cellules cancéreuses nécroptotiques peuvent favoriser 
l’angiogenèse, la prolifération des cellules cancéreuses, le développement de métastases  et la libération 
de ROS et RNI facilitant l’instabilité génomique. (2c) Tous ces facteurs participent ensemble à la 
progression tumorale. Schéma d’après Garg et al257. 
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4. Induction de la nécroptose comme stratégie thérapeutique 

Depuis plusieurs années, l’induction de la nécroptose comme stratégie thérapeutique est source de 

nombreuses recherches et représente une stratégie attractive permettant de contourner des 

phénomènes de résistance et activer les réponses anti-tumorales185,254,264,295.  

Expliqué précédemment, l’immunoediting des tumeurs comprend la phase d’immunosurveillance qui 

est indispensable à l’élimination des cellules cancéreuses par le système immunitaire. Cette étape de 

détection est basée sur la reconnaissance de nouveaux antigènes reconnus par les cellules de 

l’immunité innée et adaptative comme les cellules dendritiques, les macrophages ou encore les NK qui 

vont permettre la mise en mémoire de ces antigènes et activer les cellules destructrices de l’immunité 

permettant l’élimination des cellules cancéreuses. Cependant, de nombreuses cellules tumorales 

mettent en place des mécanismes d’échappements tumorales pour contourner ces mécanismes pour 

croître et participer au développement tumoral. Également, face aux thérapies utilisées pour éliminer 

la tumeur, les cellules cancéreuses instaurent des mécanismes de résistances empêchant leur 

élimination. 

4.a DAMPs et vaccination  

Pour contrer ces mécanismes d’échappement et de résistance aux traitements, l’une des stratégies 

thérapeutiques est l’induction de morts immunogènes. L’induction de mort immunogène repose sur 

le principe que l’induction de certaines morts cellulaires permet le relargage de DAMPs, qui sont 

reconnus comme signaux de dangers par les cellules immunitaires. Ces DAMPs regroupant l’ATP, 

l’HMGB1, la CRT, HSP90 et HSP70 peuvent être reconnus par les cellules de l’immunité innée comme 

les DCs ou les macrophages actant comme cellules présentatrices d’antigènes et ainsi activer les 

cellules effectrices de l’immunité anti-tumorales comme les lymphocytes T cytotoxiques. Cependant, 

les morts cellulaires ont des niveaux différents d’immunogénicités et la nécroptose représente l’une 

des plus immunogènes puisqu’elle est caractérisée par une forte inflammation et le relargage de 

DAMPs231,296 

Plusieurs travaux ont permis de mettre en évidence le pouvoir immunogène de la nécroptose 

notamment par l’injection de cellules nécroptotiques. Dans une étude menée en 2019, Snyder et al 

ont démontré que l’injection de cellules nécroptotiques dans le microenvironnement tumoral permet 

une régression de la tumeur. Pour cela, les auteurs ont injecté directement dans la tumeur des cellules 

cancéreuses ou fibroblastes exprimant ectopiquement RIPK3 (cellules de mélanome B16-F10 et 

fibroblastes 3T3 respectivement) traités de façon à être injectés lorsqu’ils sont en nécroptose. Des 

injections répétées de ces cellules en train de mourir par nécroptose dans une tumeur existante 

permettent ainsi une forte réduction de la croissance tumorale. Cette régression tumorale est permise 
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par la présence de néoantigènes apportés par les cellules nécroptotiques injectées, permettant ainsi 

le recrutement de cellules présentatrices d’antigènes et lymphocytes T CD8+ nécessaires à 

l’élimination des cellules cancéreuses297. Dans une stratégie similaire, une équipe de recherche a 

également mis en place des expériences de vaccination avec des cellules nécroptotiques CT26 dans un 

modèle de souris balb/c. Les cellules CT26 étant déficientes pour la protéine RIPK3, elles ont été 

modifiées génétiquement afin d’exprimer RIPK3 de façon inductible par ajout de doxycycline par un 

système Tet-On. In vitro, la coculture de ces cellules nécroptotiques avec cellules dendritiques issues 

de la moelle permet la maturation et activation de ces cellules présentatrices d’antigènes. In vivo, 

l’immunisation des souris avec les cellules CT26 nécroptotiques en amont prévient le développement 

tumoral lorsque ces cellules sont injectées plus tard en sous-cutanée. Cette diminution s’explique par 

le fait que l’immunisation avec ces cellules permet d’exposer de nouveaux antigènes induisant le 

recrutement et l’activation de lymphocytes T cytotoxiques fonctionnels pour éliminer directement ou 

ultérieurement les cellules cancéreuses portant ces mêmes antigènes. Également, l’injection de ces 

cellules permet le relargage de DAMPs et chimiokines nécessaires au recrutement des cellules 

immunitaires aux fonctions anti-tumorales298 (Figure 16). 

4.b Utilisation de chimiothérapies comme inducteurs de nécroptose 

De nombreux travaux ont pu démontrer que la nécroptose peut être induite par plusieurs composés 

tels que la chimiothérapie, la radiothérapie, des composés naturels, des virus ou autres 

molécules185,257. Sur des cellules de cancer de la thyroïde et de cancer de la corticosurrénale, la 

radiothérapie permet la mort de ces cellules par apoptose et également par activation de la 

nécroptose. Lorsque ces cellules sont soumises en même temps aux radiations et à Nec-1 qui inhibe la 

nécroptose, il y a une survie des cellules démontrant le rôle de la mort induite par nécroptose suite à 

un traitement par radiothérapie299. Des chimiothérapies conventionnelles comme le CisPlatine peut 

également activer la nécroptose. Dans une lignée de cancer de l’œsophage résistante à l’apoptose, 

l’ajout de CisPlatine permet d’activer RIPK3 et ainsi éliminer les cellules par activation de la 

nécroptose287. Agissant sur l’ADN, les agents chimiothérapeutiques créant des dommages à l’ADN 

comme le CisPlatine ou l’étoposide permettent également d’activer la nécroptose grâce au récepteur 

nucléaire RARγ qui à son tour permet le recrutement de RIPK1 puis de RIPK3 et MLKL300. Comme cité 

précédemment, un grand nombre de cellules cancéreuses possèdent des modifications épigénétiques 

comme la méthylation de RIPK3 empêchant l’induction de la nécroptose. L’utilisation d’agents 

hypométhylants comme la décitabine permet de restaurer l’expression de RIPK3 dans les lignées HeLa, 

MDA-MB231 et DLD1 où RIPK3 est absent à l’état basal. Lorsque ces cellules sont prétraitées à la 

décitabine afin d’exprimer RIPK3, elles deviennent sensibles aux chimiothérapies. En effet, 
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comparément aux cellules non exposées à un pré-traitement à la décitabine, la doxorubicine ou 

l’étoposide induit la mort cellulaire par nécroptose. In vivo, la combinaison de la décitabine et de la 

doxorubicine permet de ralentir la croissance tumorale comparément aux animaux non traités ou 

traités seulement avec la décitabine ou avec la doxorubicine255. Dans un modèle de cancer pulmonaire, 

l’expression ectopique de RIPK3 permet une réduction de la croissance tumorale et est potentialisée 

par un traitement chimiothérapeutique comme avec le CisPlatine301. Ainsi, les agents 

chimiothérapeutiques sont capables d’induire seules ou en combinaison la nécroptose par un 

mécanisme RIPK3 dépendant.  

4.c Utilisation de composés naturels pour induire la nécroptose 

Des composés naturels peuvent également être utilisés pour induire la nécroptose. L’un des plus connu 

est la shikonine, substance naphtoquinonique extraite d’une plante d’extrême-orient185. L’utilisation 

de la shikonine permet d’induire la mort cellulaire par l’activation de la nécroptose et diminuer la 

progression tumorale dans plusieurs modèles de cancer (ostéosarcome302, cancer du poumon303, 

gliome304). De plus, des études ont montré que ce composé naturel permet de lever des résistances 

aux traitements médiées par les transporteurs de médicaments ou les protéines anti-apoptotiques Bcl-

2 dans des lignées humaines de leucémie305. Autre composé naturel membre des alcaloïdes, la 

résibufogénine a montré des activités anti-tumorales dans le cancer colorectal en induisant 

l’expression de RIPK3 et ainsi déclenchant la nécroptose306.  

4.d Utilisation de smac mimetics comme inducteurs de nécroptose 

Autres molécules capables d’induire la nécroptose, les « smacs mimetics » sont des petites molécules 

mimant Smac, un activateur de caspases et qui induit l’apoptose par l’inhibition des cIAPs. Plusieurs 

études ont démontré une action anti-tumorale de ces « smac mimetics » par nécroptose dans des 

cellules résistantes à l’apoptose. En effet, dans des modèles de cellules leucémiques déficientes pour 

fadd et la caspase 8, le BV6 qui est un smac mimetic permet d’induire la mort cellulaire par nécroptose 

et ainsi contrer la résistance à l’apoptose acquise par ces cellules307. De même, une étude similaire sur 

des cellules de carcinomes pancréatiques montrent les mêmes résultats : l’ajout de BV6 en 

combinaison avec un inhibiteur de caspases permet l’induction de la nécroptose308. Enfin, l’utilisation 

de smac mimetic en combinaison avec des agents déméthylants tels que la décitabine permet de 

déclencher la mort cellulaire de cellules de LAM par nécroptose et contourner leur résistance à la mort 

cellulaire par apoptose309. Plusieurs smac-mimetics sont actuellement en phase d’essais cliniques 

comme le LCL161310. 
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5. Modèle d’étude de la nécroptose 

5.a Cellules utilisées 

Comme indiqué précédemment, un certain nombre de cellules possèdent des mutations ou 

modifications épigénétiques empêchant l’expression de protéines nécroptotiques comme RIPK3 

limitant alors certains modèles d’études cellulaires. Néanmoins, certaines cellules sont décrites 

comme modèle pour étudier spécifiquement la nécroptose. Pour les cellules d’origine humaines, les 

cellules de cancer colorectales HT-29 représentent les cellules les plus largement utilisées pour étudier 

cette voie de mort cellulaire311,312. Pour les cellules murines, ce sont les fibroblastes murins L929 qui 

sont décrits comme modèle d’étude312,313. D’autres cellules sont également utilisées et une expression 

forcée par modification génétique de RIPK3 où l’utilisation d’agent déméthylants comme cités 

auparavant permettent d’induire la nécroptose dans presque toutes les lignées cancéreuses.  

5.b Inducteurs de la nécroptose 

L’induction de la nécroptose peut se faire de plusieurs façons. En effet, comme dit précédemment la 

nécroptose peut être activée par l’utilisation de chimiothérapie ou de smac-mimetics dans des cellules 

résistantes à la nécroptose. Plusieurs molécules permettent l’activation et le déclenchement de cette 

voie dépendamment de certains types cellulaires180. Dans la littérature, l’induction de la nécroptose in 

vitro est majoritairement décrite par l’addition de TNF se fixant au récepteur TNFR1 (l’ajout de TRAIL, 

FasL peut également être ajouté comme inducteurs) et permet la formation du complexe I. Cependant, 

l’exposition au TNF induit majoritairement la voie de survie cellulaire induite par la signalisation de 

NFκB ou alors l’induction de l’apoptose. Pour induire la nécroptose, des conditions supplémentaires 

sont nécessaires notamment pour empêcher l’ubiquitination de RIPK1 dans la voie de NFκB et 

l’activation de caspases dans l’apoptose. Pour guider la cellule à échapper à la voie de survie et 

empêcher l’ubiquitination de RIPK1, des smac-mimetics ou le cycloheximide (CHX) sont utilisés pour 

permettre l’assemblage du complexe IIb et non du complexe IIa. A cette étape, sans autre stimuli la 

cellule se dirige alors vers l’apoptose. Pour empêchant cela, il est nécessaire n’inhiber les caspases 

avec l’ajout de z-VAD-FMK qui est un inhibiteur de toutes les caspases. L’ajout de  z-VAD-FMK permet 

ainsi la formation de complexe IIc et mène à l’activation de la nécroptose314. In vitro, la combinaison 

de plusieurs traitements permet donc l’induction de la nécroptose comme la combinaison de TNF, 

smac-mimetic et z-VAD-FMK souvent abrégée TSZ ou encore la combinaison de TNF, CHX et z-VAD-

FMK abrégée par TCZ311,315 retrouvées dans de nombreuses publications. Ainsi, ces combinaisons 

permettent d’induire la nécroptose dans plusieurs lignées sensibles comme l’indique la Figure 17.  
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Figure 17 : Induction de la nécroptose dans diverses lignées cancéreuses. Test de viabilité mesurant le 
niveau d’ATP réalisé 48h après traitement au DMSO (contrôle) ou au T+S+Z (TNF α + smac mimetic + z-
VAD-FMK). D’après Wang et al311. 

Par ailleurs, pour les cellules L929 le traitement seul au TNF peut suffire à déclencher la nécroptose316 

tandis que l’ajout de smac-mimetic ou CHX avec du z-VAD-FMK est nécessaire pour les HT-29 par 

exemple.  

La nécroptose peut également être activée par la voie non canonique par activation de TLR3 ou TLR4. 

Pour induire la nécroptose par activation du récepteur endocyté TLR3 le PolyI :C est très largement 

utilisé en combinaison avec des inhibiteurs de caspases comme le z-VAD-FMK317,318. Le LPS couplé 

également à des inhibiteurs de caspases peut être utilisés pour induire la nécroptose par l’activation 

du TLR4317.  

5.c Inhibiteurs de la nécroptose 

Afin d’étudier s’il s’agit bien de la nécroptose responsable de la mort cellulaire, des inhibiteurs de 

nécroptose peuvent être utilisés. Pour inhiber la nécroptose, les inhibiteurs s’appuient sur l’inhibition 

soit de RIPK1, RIPK3 ou MLKL. 

Pour inhiber RIPK1, plusieurs inhibiteurs existent. Les plus connus et utilisés sont les Nécrostatines 

(Nec-1) qui permettre l’inhibition de la kinase RIPK1 de façon ATP-dépendante. De cette façon 

l’inhibition de RIPK1 par Nec-1 empêche l’activité enzymatique de cette protéine nécessaire à 

l’induction de la nécroptose252. Cependant, l’inhibiteur Nec-1 inhibe également l’enzyme IDO 

responsable d’une forte réponse inflammatoire319. Pour contrer cette non-spécificité, plus de 200 

analogues ont été développés menant au composé Nec-1s montrant plus de spécificité et stabilité et 

moins de toxicité in vivo indépendamment de l’inhibition de IDO. A l’inverse, l’analogue Nec1i semble 

beaucoup moins spécifique et peut être utilisé comme contrôle négative lorsque que Nec1s est 

utilisé320. D’autres inhibiteurs développés par la société GSK ont également été développés. On peut 

citer GSK’963, GSK2982772, GSK’841 qui montrent également une grande spécificité321. D’autres 

molécules existent encore pour inhiber RIPK1.  
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Pour inhiber RIPK3, plusieurs molécules existent et sont développées majoritairement par la société 

GSK. Ainsi, les composés GSK’840, GSK’843 et GSK’872 ont montré le plus de spécificité sur 300 

composés testés314. Le composé GSK’840 serait plus efficace que les deux autres composés car sa 

capacité de binding et d’inhibition était plus élevée lors de tests biochimiques. Cependant, GSK’840 

semble être inefficace sur les cellules murines320. Ces composés peuvent inhiber RIPK3 car ils se fixent 

sur domaine kinase et ainsi inhibe son activité enzymatique. D’autres composés comme le Dabrafenib 

utilisé comme traitement du mélanome BrafV600E possèdent des capacité à inhiber RIPK335. Des 

composés aminobenzothiaole comme TAK-632 ou des composés BMS ont montré des capacités à 

inhiber RIPK3 mais ne seront pas développés ici320. 

Pour inhiber MLKL, la molécule majoritairement utilisée est la molécule NSA pour nécrosulfonamide. 

En effet, cette molécule cible directement le résidu Cys86 du domaine N-terminale empêchant le 

déclenchement de la nécroptose dans les cellules humaines. Cependant, le composé NSA n’inhibe pas 

la nécroptose dans les cellules de souris car en position 86 se trouve un résidu tryptophane et non 

cystéine, limitant son utilisation dans les modèle murin322.  

 

Les modes d’actions des molécules activatrices et inhibitrices de la nécroptose sont résumés par la 

Figure 18. 



83 

 

 

Figure 18 : Inhibiteurs et inducteurs dans la signalisation de la nécroptose. La voie la plus décrite de la 
nécroptose est celle médiée par la fixation du TNF sur TNFR1. La fixation de ce ligand induit l’activation 
du complexe I composé de TRADD, RIPK1, TRAF2, cIAP1/2 et LUBAC. Dans ce complexe, les cIAPs ou LUBAC 
conduisent à l’ubiquitination de RIPK1 mènant à l’activation de la voie NFκB. En présence de smac 
mimetics inhibant les cIAPs ou encore de CHX, RIPK1 n’est plus ubiquitinylé et devient actif menant à la 
formation du complexe IIa ou IIb responsables de l’apoptose, dépendante ou non de RIPK1. Lorsqu’un 
inhibiteur de caspase est ajouté, la caspase 8 est dégradée et permet la formation du complexe IIc où 
RIPK1 phosphorylé permet le recrutement et la phosphorylation de RIPK3. RIPK3 activé permet ensuite 
le recrutement et la phosphorylation de la pseudokinase MLKL permettant son oligomérisation 
responsable de formation de pores à la membrane conduisant à la nécroptose. Plusieurs inhibiteurs de 
nécroptose peuvent être utilisés. L’inhibition de RIPK1 se réalise le plus souvent par l’ajout de Nec1s mais 
peut aussi être réalisée par PN10, le Compound 1 ou Cpd27. Pour inhiber RIPK3, plusieurs inhibiteurs 
peuvent être utilisés comme le GSK’840, le GSK’843 et le GSK’872. Pour inhiber MLKL, le NSA est 
majoritairement utilisé mais peut également être inhibé par le Compound 1. Schéma d’après Stockwell 
et al314.   
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5.d Techniques de détection  

Pour observer la nécroptose, diverses techniques peuvent être utilisées. Tout d’abord, la nécroptose 

étant une mort cellulaire la technique la plus simple à mettre en place reste un test de viabilité 

cellulaire qui permet de quantifier la mort induite. De nombreux tests existants comme ceux utilisant 

des marqueurs qui se lient à l’ADN (iodure de propidium, dapi, 7AAD etc…) permettent de suivre la 

mort engendrée. Ces marquages peuvent également être couplés à un marquage Annexine-V qui va 

permettre de différencier l’apoptose. D’autres tests in vitro existent comme les marqueurs d’activité 

enzymatique avec le dosage de la Lactate Déshydrogénase (LDH), le suivi de relargage d’ATP et bien 

d’autres. Néanmoins, ces tests permettent de quantifier la mort cellulaire totale et non pas 

spécifiquement la nécroptose. Pour cela, les inhibiteurs de nécroptose cités plus haut peuvent être 

utilisés (si l’effet observé est annulé en présence de l’inhibiteur alors la nécroptose est potentiellement 

induite) et des contrôles positifs connus de chaque mort cellulaire peuvent être utilisés (traitement à 

la staurosporine pour l’apoptose, rapamycine pour l’autophagie etc…). Pour déterminer si la 

nécroptose est mise en jeu, des observations microscopiques peuvent être utilisées pour observer la 

morphologie des cellules. En effet, le microscope électronique en transmission (MET) permet de 

distinguer les différentes morts cellulaires. Notamment, l’apoptose se caractérise par un 

rétrécissement cellulaire, une condensation nucléaire et une fragmentation des organites alors que la 

nécroptose se traduit par un gonflement de la cellule et une rupture de la membrane. La cytométrie 

en flux qui permet d’étudier la morphologie des cellules peut être utilisée et peut être couplée avec 

des anticorps spécifiques dirigés contre des protéines nécroptotiques comme RIPK3 et dirigées contre 

des protéines apoptotiques comme les caspases. Par ailleurs, comme la nécroptose fait intervenir 

plusieurs protéines à l’état phosphorylé, l’étude protéique par Western-blot reste l’une des techniques 

les plus utilisées dans les publications s’intéressant à la nécroptose. Ainsi, la phosphorylation des 

protéines RIPK1, RIPK3 et MLKL et plus particulièrement les deux dernières caractéristiques de la 

nécroptose pourront être étudiées. Par Western-blot, les interactions entre protéines nécroptotiques 

participant au nécrosome ou entre une protéine nécroptotique et une protéine donnée pourront 

également être investiguées par expériences de co-immunoprécipitation. Pour étudier la proximité 

entre deux protéines et leur localisation au sein de la cellule, des tests de « Proximity Ligation Assay » 

(PLA) peuvent être utilisés. Cette technique utilisant des anticorps couplés à des oligonucléotides 

permet d’observer une proximité témoignant d’une potentielle interaction observée en présence d’un 

signal fluorescent.  

L’étude de la nécroptose in vivo s’avère plus difficile. En effet, la première contrainte provient du temps 

entre le prélèvement des tissus d’intérêt chez un patient ou d’un animal et le temps où il sera traité. 

En effet, les phénomènes de morts cellulaires peuvent être activés rapidement après prélèvement et 
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induire un biais dans l’étude. De plus, les tissus représentent un ensemble de cellules et il peut être 

difficile d’attribuer la nécroptose observée à un type cellulaire spécifique. Des marqueurs utilisés in 

vitro comme la détection de la LDH ne peuvent pas être utilisés comme marqueurs de la nécroptose 

in vivo car cette enzyme est également activée dans l’anémie ou encore l’inflammation. Cependant, 

des techniques immunohistochimiques peuvent être réalisées avec la détection des protéines 

nécroptotiques totales ou phosphorylées sur des coupes de tissus récoltés. La quantification de ces 

marquages entre un groupe traité et un groupe contrôle peut témoigner d’une activation de la 

nécroptose. Dans le modèle murin, des modèles de déficiences génétiques peuvent également être 

utilisés afin d’étudier le rôle des protéines nécroptotiques. En revanche, des traitements similaires aux 

traitement in vitro sont moins envisageables pour un traitement in vivo. Par exemple, un traitement 

avec du Z-VAD-FMK semble difficile puisqu’il ciblera toutes les caspases de l’organisme et l’apoptose 

est connue pour être nécessaire dans certaines fonctions physiologiques. Enfin, les inhibiteurs de 

nécroptose peuvent utilisés sur le modèle murin par exemple hormis la NSA qui n’a aucun effet sur 

l’inhibition de MLKL d’origine murine.  

Ainsi, la nécroptose est une mort cellulaire programmée facilement inductible et détectable in vitro 

mais qui présente des limites d’études in vivo315,321,323. 
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V. La phosphatase Wip1, régulateur important des voies de morts 

cellulaires 

1. Les phosphatases, protéines essentielles à l’homéostasie cellulaire 

Les modifications post-traductionnelles sont des mécanismes clefs de la signalisation cellulaire qui 

assurent une diversité fonctionnelle des protéines et qui modifient leurs fonctions et stabilité. Parmi 

ces modifications, la phosphorylation des protéines représente l’unes des modifications les plus 

largement observées et importantes. La phosphorylation des protéines est permise par les protéines 

kinases qui vont greffer un groupement phosphatase sur des résidus Serine (86%), des résidus 

Thréonine (12%) ou bien Tyrosine (2%). La phosphorylation des protéines est une modification post-

traductionnelles réversibles grâce à l’action des phosphatases. 

Cette réversibilité de l’état phosphorylé des protéines est essentielle au bon fonctionnement des 

cellules puisque 30% des protéines chez l’Homme sont phosphorylées. Cependant, on observe une 

forte différence dans la proportion entre les kinases et les phosphatases puisque le génome humain 

contient plus de 500 gènes codant pour des protéines kinases contre environ 200 gènes codant pour 

des protéines phosphatases. Au niveau protéique, la différence semble inverse puisque les 

phosphatases semblent compenser leur nombre réduit de gènes par une abondance élevée de 

protéines, dans divers organismes eucaryotes. Pendant longtemps, cibler les kinases comme stratégie 

thérapeutique a été favorisé puisqu’on compte environ 17% de médicaments ciblant des kinases 

contre 6,5% ciblant des phosphatases. Néanmoins, les phosphatases représentent des régulateurs 

majeurs malgré leur plus faible représentation puisqu’elles doivent répondre de la même façon aux 

besoins cellulaires que les kinases et représentent donc un axe de recherche important324,325. Il existe 

majoritairement trois grandes familles de phosphatases classées selon la similarité de séquence de 

leur domaine catalytique : les phosphoprotéines phosphatases (PPP), les protéines tyrosines 

phosphatases (PTP) et les protéines phosphatases métal-dépendantes (PPM). Les phosphatases 

appartenant à la famille des PPP et PPM sont responsables de la déphosphorylation des résidus pSer, 

pThr et pTyr326. 
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2. Familles des PP2C 

Également connues sous le nom de phosphatases PP2C, les protéines appartenant à la famille des PPM 

sont des protéines monomériques dépendante de Mn2+ et Mg2+ nécessaire à leur activité catalytique. 

Ces phosphatases sont des protéines très conservées dans leur séquences et structures, avec des gènes 

homologues ayant été identifiées chez les procaryotes, les animaux et les plantes. Les phosphatases 

de la famille des PP2C possèdent un domaine catalytique qui représente la structure centrale de la 

protéine et possèdent également des domaines régulateurs N-terminaux et C-terminaux uniques. Des 

insertions en boucle peuvent se produire dans le domaine catalytique et dans les sites postérieurs de 

la protéine représentant les régions qui peuvent interagir avec d’autres protéines et reconnaître les 

substrats. Chez les mammifères, on compte 20 isoformes avec 18 phosphatases fonctionnelles et 2 

pseudophosphatases : PPM1A, PPM1B, PPM1N, PPM1D, PPM1E, PPM1F, PPM1G, PPM1H, PPM1J, 

PPM1M, PPM1K, PPM1L, ILKAP, TAB1, PPTC7, PHLPP1, PHLPP2, PDP1, PDP2, PP2D1. Certaines PP2Cs 

sont plus étudiées que d’autres comme la phosphatase PPM1A qui est la plus largement représentée 

dans la littérature et intervient dans l’angiogenèse, l’inflammation, les réponses immunitaires et 

d’autres mécanismes. La phosphatase PPM1B est également largement étudiée et son rôle a 

notamment été démontré dans le développement mais aussi les phénomènes de mort comme la 

nécroptose, la sénescence et également la réponse antivirale327–329. Ici, nous nous intéressons à la 

phosphatase PPM1D, également connue sous le nom de Wip1 qui intervient dans de nombreux 

processus physiologiques et pathologiques. Le Tableau 2 résument les principales cibles et voies de 

morts dans lesquels les PP2Cs sont impliquées.  

  



88 

 

Tableau 2 : Rôle des membres de la famille PP2C dans la mort cellulaire programmée et la sénescence  

Protéines de la famille 
des PP2Cs 

Types de morts 
cellulaires ou 
senescence 

Substrats Références 

PPM1A (PP2Cα) 

Apoptosis 

n.d. 330 

BAD (Bcl-2/Bcl-XL-antagonist, causing 
cell death) 

331 

p53 332 
Smad2, Smad3 333 

LEF-1 (Wnt pathway) 334 

Autophagy p62-SQSTM1 335 

Senescence CDK2, CDK6 336 

PPM1B (PP2Cβ) 

Apoptosis 

n.d. 330 
BAD (Bcl-2/Bcl-XL-antagonist, causing 

cell death) 
331 

IKKβ 337 

Autophagy ULK1 207 

Senescence CDK2, CDK6 336 

PPM1D/Wip1 
(PP2Cδ) 

Apoptosis 

p53 338–340 

ATM 341 

ATR 341 

CHK1 342 

CHK2 343 
RUNX2 340 

NfκB 340 

p38MAPK pathway 344,345 

TGFβ 346 

Autophagy 

ATM 341 
ULK1  

mTOR 347 

STING pathway  

NETosis 

p38MAPK-STAT1 
pathway 

348 

Coronin-1a 349 

n.d. 350 

n.d. 351 

Senescence 

H2AX 352,353 

P53 - p21 pathway 354,355 
P53-mTORC1 pathway 356 

P38 - p16 pathway 357–359 

PPM1G (PP2Cγ) 
Apoptosis STING pathway 360 

Senescence p21WAF1/CIP1/Aktpathway 361,362 

PPM1L (PP2Cε) Apoptosis ASK1 363 

PPM1K (PP2Cm) 

Apoptosis n. d. 364 

Ferroptosis BCKDHA  

Senescence MEIS1/p21 365 

PPM1F (CaMKP/POPX2) Apoptosis F1Aα 366 

PHLPP/ SCOP Apoptosis Akt 367 
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3. Focus sur la phosphatase Wip1, une cible thérapeutique prometteuse  

3.a Structure et activité phosphatase 

Appartenant à la famille des PP2Cs, la protéine Wip1 est une sérine-thréonine phosphatase codée par 

le gène PPM1D qui a été identifiée pour la première fois en 1997368. 

Le gène PPM1D se trouve sur le chromosome 17 chez l’Homme et sur le chromosome 11 pour la souris 

permettant d’obtenir respectivement une protéine de 605 et de 598 acides aminés. Une homologie de 

83% est observée entre ces deux espèces. Produit de ce gène, la protéine Wip1 est une sérine-

thréonine phosphatase monomérique pouvant être subdivisée en deux domaines majeurs. Un premier 

domaine N-terminal à activité phosphatase (composé des acides aminés 1 à 375) très fortement 

conservé au sein des mammifères, et un second domaine C-terminal (composé des acides aminés 376 

à 605) moins conservé, sans activité catalytique, qui joue un rôle dans la localisation nucléaire de 

Wip1369,370. 

L’appellation Wip1 signifiant “Wild-type p53 induced protein phosphatase 1“ a été attribuée à cette 

protéine notamment par sa fonction de régulation négative de la voie p53. En effet, la phosphatase 

Wip1 déphosphoryle p53 et de nombreux cofacteurs et effecteurs associés à cette voie tels que 

ATM/ATR et seront décrits ultérieurement. Depuis plusieurs années, plusieurs substrats de cette 

phosphatase ont été découverts et les premiers décrits sont p53, p38, Chk1/2, ATM et Mdm2369. Des 

études in vitro ont pu établir que les substrats de la phosphatase Wip1 présentent des séquences 

communes. Ainsi, la phosphatase Wip1 est capable de reconnaître spécifiquement deux motifs de 

substrats distincts à savoir pSQ/pTQ (présents dans ATM, p53, Mdm2, γH2AX, Chk1, Chk2) et pTxpY 

(présents dans la forme active de p38 MAPK)371. Une étude de phosphoprotéomique réalisée en 2022 

a pu identifier un grand nombre de substrats potentiels de Wip1 à la suite d’une exposition d’un 

traitement à l’étoposide induisant des dommages à l’ADN. Ces substrats possèdent tous des motifs 

pSQ/pTQ et révèlent un enrichissement des résidus d’acide glutamique entourant le résidu sérine 

phosphorylé372. Ainsi, la phosphatase possède différentes protéines cibles et est donc impliquée dans 

plusieurs mécanismes cellulaires et sont détaillés ci-dessous.  

3.b Wip1, régulateur de divers morts cellulaires et senescence 

Comme décrit précédemment, la phosphatase Wip1 a été découverte en 1997 avec les études portant 

sur p53 en décrivant ainsi cette phosphatase comme cible de p53. La phosphorylation de p53 a vite 

été décrit comme mécanisme majeure de la régulation de cette protéine 373. Par ailleurs, 

l’augmentation de l’expression de Wip1 à la suite de dommages à l’ADN forme une boucle de 

rétrocontrôle négatif en déphosphorylant p53 et en permettant à MDM2 d’ubiquitinylé p53 menant à 
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sa dégradation 374. Cité précédemment, la phosphatase Wip1 déphosphoryle un grand nombre de 

protéines comme ATM 341, H2AX375, Chk1376, Chk2343, mTOR356, p38 MAPK348,357, ULK1377,378, NF-κB379,380, 

Coronin-1a349. En raison de la diversité de ces cibles, la phosphatase Wip1 est impliquée dans de 

multiples processus cellulaires tels que la réponse aux dommages à l’ADN (DDR), la prolifération 

cellulaire et diverses morts cellulaires comme l’indique la Figure 19. De plus, nous pouvons observer 

que la phosphatase Wip1/PPM1B reste la PP2Cs la plus décrite et connue de la littérature.   

 

Figure 19 : Rôles des phosphatases de la famille des PP2Cs dans les différentes voies de morts et la 
senescence. L’abréviation ND indique « no data » pour les cibles de certaines PP2Cs.  

3.b.i Wip1, régulateur de l’apoptose 

Régulateur clef de l’apoptose, p53 est un régulateur transcriptionnel de nombreux gènes pro-

apoptotiques comme Bax381, Puma382 ou encore Noxa383 . Par son action de déphosphorylation directe 

avec p53 ou avec des protéines en amont comme ATM, CHk2 et bien d’autres, la surexpression de 

Wip1 protège les cellules de l’apoptose 384. Inversement, la délétion de Wip1 change significativement 

le seuil d’activité de p53 vers l’apoptose. Plusieurs études ont pu montrer un lien fort entre l’induction 

de l’apoptose et Wip1 de façon p53-dépendante. Dans les cellules souches intestinales de souris 

déficientes pour Wip1, l’augmentation de l’apoptose dépendante de p53 en cas de dommages à l’ADN 

ou de stress oncogène permet de réduire le nombre de polypes intestinaux et prolonger la vie des 

souris présentant une mutation APC (Min)338. Lorsque que p53 est supprimé dans les tissus des souris 

APC (Min) Wip1-/-, on inverse le phénotype en atteignant un nombre de tumeurs similaires au 

phénotype sauvage. Quand les gènes Cdkn2a, Chk2 ou encore Gadd45a sont délétées, on observe 

également un phénotype proche du phénotype sauvage385.  En revanche, lorsque p53 est absent des 
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cellules, la délétion de Wip1 n’affecte pas l’induction de l’apoptose339. Inversement, dans les cellules 

d’ostéosarcome SAOS2 déficientes pour p53 la surexpression de Wip1 active l’expression de Bax et 

ainsi l’apoptose en supprimant la phosphorylation inhibitrice du facteur de transcription RUNX2 

régulant Bax. Dans ces cellules p53 négatives, la surexpression de Wip1 active également l’apoptose 

en réduisant les niveaux anti-apoptotiques de Bcl-XL par la suppression de la voie NFκB339. L’implication 

de Wip1 dans l’apoptose est résumée par la Figure 20. 

Récemment, de nombreuses études ont pu décrire que l’inhibition de Wip1 représente une potentielle 

stratégie thérapeutique afin de potentialiser l’apoptose induite par chimiothérapies ou la thérapie 

ciblée dans les tumeurs solides338,341 et hématologiques386–388.  Il est important de noter que l’inhibition 

de Wip1 seule n’impacte pas la croissance des cellules cancéreuses alors que son inhibition combinée 

à des agents chimiothérapeutiques ou des radiations renforce significativement leurs effets386,388,389.  

3.b.ii Wip1, régulateur de l’autophagie 

Décrit précédemment, l’autophagie est un processus cellulaire permettant le recyclage et la 

dégradation de nombreux composés cellulaires. L’autophagie est orchestrée par la formation de 

l’autophagosome lui-même régulé par l’expression du complexe ULK1390. A son tour, le complexe ULK1 

est régulé négativement par plusieurs facteurs comme mTOR391. 

Le rôle de la phosphatase Wip1 dans l’autophagie a principalement été décrit à travers son implication 

dans la signalisation ATM-mTOR dans des études étudiant le métabolisme des acides gras, l’efflux du 

cholestérol des macrophages et l’athérosclérose347,392. En effet, ces mécanismes sont contrôlés par la 

cascade ATM-mTOR393 qui peut à son tour être modulée par Wip1 à travers la phosphorylation directe 

de ATM341. Enfin, l’utilisation de modèle in vivo a permis de démontrer que la délétion de Wip1 réduit 

l’activation de mTOR entrainant une diminution de l’accumulation de gouttelettes lipidiques dans les 

macrophages. Réciproquement, cela empêche la formation de cellules spumeuses et par conséquent 

réduit la formation de plaque d’athérosclérose347. 

Le rôle de la phosphatase Wip1 dans l’autophagie ne se limite pas à son implication dans l’axe ATM-

mTOR mais intervient également dans la régulation de ULK1. En effet, la phosphatase Wip1 a été 

reportée comme étant impliquée dans l’autophagie basale et induite par un stress génotoxique à 

travers la déphosphorylation de ULK1377,378. Comme décrit ci-dessus, le complexe ULK1 joue un rôle 

crucial dans l’induction de l’autophagie notamment lors de privation d’acides aminés. En présence 

d’acides aminés, ULK1 est phosphorylé et rendu inactif par mTORC1 et l’AMPK sur différents résidus 

sérine/thréonine394,395. A l’inverse, en cas de privation d’acides aminés, ULK1 est déphosphorylé et 

conduit à l’induction de l’autophagie390. Deux études ont alors décrit que la phosphatase Wip1 est 

capable de déphosphoryler ULK1 au niveau de la Ser637 et ainsi induire l’autophagie à un niveau basale 
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mais aussi à la suite d’un stress génotoxique377,378. Dans les cellules MCF-7 possédant un niveau basal 

élevé pour la protéine Wip1, Ak et al ont montré que cette phosphatase est capable de déphosphoryler 

ULK1 en Ser637 associé à une accumulation de LC3-II ou encore la dégradation de p62. L’implication 

de Wip1 dans l’autophagie par la régulation de ATM, mTOR et ULK1 sont décrits par la Figure 20.  

 

Figure 20 : La phosphatase Wip1, régulateur de l'apoptose et l'autophagie.  Wip1 est un régulateur 
négatif de l'apoptose d'une façon p53 dépendante par son interaction directe avec ATM, ATR, Chk1, Chk2 
et p53. Dans les cellules p53-négatives, la surexpression de Wip1 régule positivement l'apoptose par son 
inhibition de NfαB et l'activation de RUNX2. Wip1 régule positivement l'autophagie pa r ses fonctions 
inhibitrices sur ATM et mTOR qui sont des régulateurs négatifs de l'autophagie. Par ailleurs, Wip1 
déphosphoryle Ulk1, ce qui entraîne son activation et la formation d'autophagophores responsables des 
mécanismes d'autophagie.  

Pour finir, Wip1 est également impliqué dans l’autophagie à travers la signalisation STING396. Il est 

maintenant bien connu que STING est responsable de l’autophagie397 et que la cascade 

STING/TBK1/IRF3 est associé au développement de pancréatite aigüe396. Dans le travail de Song et al, 

les auteurs ont montré que les cellules AR42J Wip1 KO présentent une diminution de la signalisation 

STING-TBK1, de l’autophagie et de la sévérité de la pancréatite aigüe396. Ces résultats suggèrent alors 

que la phosphatase Wip1 est impliquée dans l’autophagie et le développement de la pancréatite à 

travers l’axe STING-TBK1.  

3.b.iii Wip1, régulateur de la NETose 

Les pièges extracellulaires de neutrophiles appelés NETs pour « Neutrophil Extracellular Traps » sont 

des structures composées d’ADN, d’histones et de protéines provenant des granules et cytoplasmes 

des neutrophiles398. Ces structures spécifiques des neutrophiles ont pour principales fonctions 
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l’élimination de pathogènes et la formation de ces NETs est décrit comme une forme de mort cellulaire 

spécifique et caractéristique des neutrophiles activés appelée NETose399.  

En 2013, la phosphatase Wip1 est décrite comme participant au développement et la maturation des 

neutrophiles comme régulateur négatif de la voie p38 MAPK et la voie STAT1348. Dans ce travail, la 

protéine Wip1 est décrite comme participant à la défense antibactérienne, à la migration et au 

processus inflammatoire des neutrophiles. Ces effets ont également été confirmés en 2017 dans une 

étude utilisant des souris Wip1 -/- soumises à une septicémie350. Plus récemment, une étude a pu 

montrer que Wip1 est capable d’inhiber la formation de NET lors d’infection à travers la voie calcique 

349. Ceci est notamment dû au fait que Wip1 est capable de déphosphoryler directement la Coronin-

1a. Ainsi, comme Wip1 représente un régulateur négatif de la NETose, cibler cette protéine représente 

une cible intéressante pour les thérapies antibactérienne.  

3.b.iv Wip1, régulateur de la sénescence 

Régulateur clef de la réponse DDR, la phosphatase Wip1 se présente comme un inhibiteur de multiples 

protéines intervenant dans cette voie. Parmi ces protéines, la voie p53-p21 joue un rôle crucial dans 

l’induction de la sénescence 76 et la voie p38-p16 a également été décrite comme participant à l’état 

de senescence des cellules357,359,400,401 . Par définition, la sénescence se caractérise par un arrêt du cycle 

cellulaire permanant associé à une augmentation de l’expression de p16 et p21 étant des inhibiteurs 

de kinases cyclines-dépendantes. Comme décrit précédemment dans ce travail, les cellules en 

senescences restent métaboliquement activent et sécrètent un grand nombre de cytokines et 

chimiokines pro-inflammatoires appelées SASP402 qui peuvent exercer des effets négatifs sur 

l’oncogenèse et le vieillissement cellulaire403. Ainsi, l’élimination des cellules en sénescence représente 

un axe important de la recherche mondiale et la phosphatase Wip1 se présente comme une cible et 

un régulateur important de cette voie.  Dans la sénescence et le vieillissement cellulaire, Wip1 agit au 

niveau de l’axe p53-p21 et au niveau de l’axe p38-p16.  

V.3.b.iv.1 Axe p53-p21 

Les travaux qui ont permis de déchiffrer l’implication de Wip1 dans la sénescence à travers l’axe de 

p53-p21 ont principalement été permis avec l’utilisation de fibroblastes d’embryon de souris (appelés 

MEF pour Mouse Embryonic Fibroblats) isolés à partir de souris Wip1 -/-. En effet, il a été montré que 

les MEFs Wip1 -/- subissent une sénescence prématurée353. Le niveau de senescence des cellules au 

sein d’une tumeur joue un rôle important dans son développement et est généralement médié par 

l’axe p53-p21. Hormis son implication dans l’apoptose, le rétablissement de la cascade p53 peut activer 

la sénescence. Dans des modèles de sarcomes de tissus mous, de carcinome hépatocellulaire ou 
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d’adénocarcinome du poumon, l’activation de la voie p53 induit la senescence suivie de l’élimination 

de la tumeur par activation immunitaire404–406.  

Régulateur de nombreuses voies de signalisation cellulaires dont les processus de morts, plusieurs 

inhibiteurs de Wip1 ont été développés comme stratégies thérapeutiques contre le cancer407. Comme 

Wip1 est un régulateur négatif de la cascade p53 son inhibition peut permettre la restauration de 

l’activité de p53 et ainsi moduler l’induction de la sénescence.  Ainsi, l’utilisation d’inhibiteur a pu 

montrer que l’inhibition pharmacologique de Wip1 augmente les niveaux d’expression de p21 qui est 

impliqué dans la sénescence354,408,409. Ainsi, inhiber Wip1 par l’utilisation d’inhibiteur afin d’augmenter 

la sénescence représente une potentielle stratégie thérapeutique pour de nombreux cancers. Cette 

stratégie est notamment intéressante dans le contexte de maladies onco-hématologiques où Wip1 

peut être surexprimée après la sélection de l’hématopoïèse clonale410. Malgré les nombreux progrès 

réalisés dans les traitements des maladies onco-hématologiques, le taux de rechute chez les patients 

reste élevé. Ceci est notamment dû au fait que malgré l’utilisation de traitements éliminant les cellules 

tumorales, certaines restent à l’état de dormance au sein de niche dans la moelle osseuse. Ces cellules 

persistantes sont capables plus tard de réintégrer le cycle cellulaire grâce à l’accumulation de 

nombreuses mutations et instabilité génomique qu’elles possèdent388,411,412. La ré-intégration des 

cellules tumorales dans le cycle cellulaire à la suite d’un phénotype de sénescence qui devrait être un 

état irréversible, est une caractéristique des cellules tumorales de diverses origines413 . Ainsi, il a été 

montré que l’expression de Wip1 est diminuée lors de l’acquisition de ce phénotype sénescent. Cette 

réduction est donc nécessaire pour l’établissement de l’arrêt du cycle cellulaire. Au contraire, la 

réintroduction de l’expression de Wip1 entraine la reprise du cycle cellulaire414. Ces résultats ont été 

obtenus à l’aide d’un modèle de sénescence induite par la thérapie nommée TIS (Therapy-Induced 

Senescence), caractéristique des cellules tumorales. On observe la TIS lors de traitement traditionnels 

contre le cancer comme avec la radiothérapie, la chimiothérapie ou encore l’immunothérapies413. 

Enfin, il a été démontré qu’une réduction de l’expression de Wip1 et une augmentation de p53 sont 

essentielles à l’induction de la TIS dans les cellules cancéreuses à la suite de traitement 

chimtiohérapeutiques414.   

L’une des conséquences de l’accumulation de cellules en sénescence au sein d’une tumeur est la 

sécrétion et l’accumulation de SASP415,416. Les cellules réalisant une sénescence prématurée avec un 

niveau élevé d’expression de Wip1 développement et sécrètent également de nombreux SASP417. De 

plus, des études indiquent que p53 est l'un des principaux régulateurs de SASP et les cellules 

dépourvues de p53 sécrétent des niveaux plus élevés de plusieurs composants de SASP418. Ainsi, 

comme Wip1 est un régulateur négatif de p53, l’expression forcée de Wip1 entraîne une augmentation 

de l’expression de cytokines et chimiokines participant à la sénescence, mais la fonction exacte de 
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Wip1 et les mécanismes mis en jeux doivent être davantage explorés414. Une étude de 2011 montre 

des résultats appuyant cette hypothèse puisqu’il a été montré que l’activité de Wip1 diminue avec 

l’âge, probablement dû à un déclin de la fonction de p53 conduisant à une augmentation de l’activité 

des voies p38-MAPK et NFκB responsables d’une sénescence prématurée et inflammation chronique 

dans certains tissus380. Néanmoins, la relation entre Wip1 et les SASP n’est pas clairement établie.  

V.3.b.iv.2 Axe p38-p16 

Un grand nombre d’études ont pu montrer que l’inhibition de p38 à la suite de diverses conditions de 

stress prévient la sénescence ou l’arrêt de croissance cellulaire en bloquant l’expression de 

p16357,359,400,401. L’un des premiers travaux à ce sujet fût en 2004 où Bulavin et al ont pu montrer que 

les MEFs Wip1 -/- étaient résistants à la transformation néoplasique en présence de différentes paires 

d’oncogènes complémentaires comme Ras, myc ou Erbb2. Ces auteurs ont alors conclu que 

l’inactivation ou la déplétion de Wip1 et l’activation de la MAPK p38 suppriment la tumorigenèse en 

modulant p16 (également appelé Cdkn2a)357. Les mêmes résultats ont été obtenus dans des modèles 

de lignées humaines. Dans les tissues de cancer du sein humain, les niveaux d’expression de Wip1 sont 

inversement corrélés à l’activité de p38 et des niveaux faibles de p16359. Également dans des cellules 

du cancer du sein, le niveau d’expression de Wip1 augmente l’activité de p38 MAPK et le niveau 

protéique de HBP1 étant responsable de l’induction de la sénescence. Dans ce travail, les résultats 

s’intéressent à HBP1 et non pas à p16 dans la sénescence. Zhang et al proposent alors que HBP1 ne 

régule pas la sénescence réplicative comme cela avait pu être démontré dans des fibroblastes 

humains419. Enfin, un autre travail portant sur le rôle de Wip1 dans l’échappement à la sénescence 

dans des cellules souches mésenchymateuses humaines s’intéresse à ce mécanisme420. Ainsi, lorsque 

Wip1 est introduit dans les cellules souches mésenchymateuses cela induit la diminution de l’activation 

de p38 augmentant ainsi l’expression de p16 et donc l’activation de la sénescence. Dans ces mêmes 

cellules, l’expression de p21Cip1 qui est un effecteur de la voie p53 dans la sénescence n’est pas induit 

dans ce mécanisme confirmant que la voie est médiée par l’axe p38-p16. 

Ainsi, l'utilisation de modèles de souris modifiées pour p38α et/ou WIP1 a permis de mieux 

comprendre les mécanismes de régulation de la prolifération et du vieillissement cellulaires dépendant 

de p16358. En effet, il a été observé que durant le vieillissement cellulaire Wip1 est diminué tandis que 

p38MAPK est augmenté. Dans les cellules β du pancréas, il a été montré que p16 (Cdkn2a) est réprimé 

transcriptionnellement par BMI1. Cependant, dans ces cellules en sénescence les kinases p38 

MK2/MK3 phosphorylent BMI1 induisant ainsi la transcription de p16 et p19358. L’expression de ces 

inhibiteurs du cycle cellulaire conduit à une réduction de la prolifération et à la régénération de 

certains types de cellules auto-renouvelables. De plus, cette même étude montre une expression 

élevée des signalisations dépendantes de p38-MAPK dans les souris Wip1 -/- jeunes ou âgées. A 
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l’inverse, les souris surexprimant Wip1 montrent une réduction de la phosphorylation de p38-MAPK 

et ainsi un déclin des ARN messagers de p16 (Cdkn2a) et ARF, résultant d’une prolifération des îlots 

pancréatiques358. Ainsi, Wip1 se présente comme un important régulateur de p38-MAPK dans le 

processus de vieillissement.  

Les principales cibles de Wip1 dans la sénescence sont résumées par la Figure 21.  

 

Figure 21 : Rôle de Wip1 dans la senescence, représentation schématique des voies de signalisation 
majeures. Dans l'axe p53-p21, Wip1 régule la sénescence principalement par son interaction négative 
directe avec ATM, p53 et Chk2 entraînant une réduction de p21 qui diminue l'induction de la sénescence. 
Dans l'axe p38-p16, Wip1 agit comme un régulateur négatif par son interaction avec p38MAPK conduisant 
à une réduction de p16 qui entraîne une diminution de la sénescence.   

Par ailleurs, de nombreuses études s’intéressent au rôle de Wip1 dans le vieillissement des cellules 

immunitaires. En effet, Chen et al ont démontrer que l’expression de Wip1 dans les cellules souches 

hématopoïétiques (CSH) diminue drastiquement avec l’âge et que les souris Wip1 -/- présentent une 

accélération du vieillissement des CSHs associée à une augmentation de p53 et mTORC1. L'altération 

de la cascade de signalisation Wip1-p53 chez les souris déficientes pour Wip1 mène à un 

dysfonctionnement dans la différenciation des CSHs conduisant à une augmentation des cellules 

myéloïdes dans le sang périphérique. De plus, la dérégulation de la cascade Wip1-mTORC1 dans les 

CSHs de souris est également associée à l’expansion de ces cellules. Par conséquent, la phosphatase 

joue un rôle dans le vieillissement des CSHs via les voies en aval à savoir celles contrôlées par p53 et 

mTORC1356. 
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3.c Autres fonctions de Wip1  

Hormis son rôle dans diverses morts cellulaires, la phosphatase Wip1 participe à de nombreuses 

fonctions et sont décrites ci-dessous. Le rôle prépondérant de celle-ci dans le vieillissement des CSHs356 

et dans l’hématopoïèse clonale421–423 décrits précédemment suggèrent une fonction importante de 

cette protéine dans l’hématopoïèse et la génération des leucocytes. 

3.c.i  Wip1, un médiateur clé de l’hématopoïèse et du système immunitaire 

V.3.c.i.1 Hématopoïèse 

Plusieurs études ont déjà établi un lien entre la phosphatase Wip1 et l’homéostasie des CSHs 

intestinales et mésenchymateuses338,420. Les CSHs sont des cellules aux capacités d’auto-

renouvellement qui permettent d’obtenir tous les types cellulaires sanguins et se distinguent entre les 

CSHs à long terme (LT-CSH) et les CSH à court terme (ST-CSH). Chen et al ont alors démontré que la 

protéine Wip1 était exprimée à des niveaux plus élevés au sein des LT-CSHs que des ST-CSHs et 

contrôlerait le processus de différenciation et d’homéostasie des CSHs356. Le rôle de la protéine Wip1 

dans l’hématopoïèse a également été démontré grâce à des expériences de transplantations de moelle 

osseuse. Lorsque des animaux irradiés reçoivent la moelle osseuse de souris Wip1-/- alors ces cellules 

de moelle osseuse présentent une perte remarquable de leurs capacités régénératives. De plus, des 

études in vitro vont dans le même sens et ce mécanisme semble être p53 dépendant notamment dans 

la différenciation des CSHs. Ainsi, cette étude démontre que Wip1 module la différenciation et 

l’activité des CSHs aux stades précoces des cellules présentant une pluripotence élevée356.  

Pour résumer, dans des conditions physiologiques l’activité de Wip1 est de maintenir la quiescence 

des CSHs et faciliter leur différenciation. Lorsque Wip1 est absent, cela conduit à un vieillissement 

prématuré des CSHs qui est associé à des taux d’auto-renouvellement plus élevés et à une 

différenciation plus faible. Cela résulte ensuite d’une perte de capacité de régénération des cellules de 

la moelle osseuse déficientes pour Wip1. 

V.3.c.i.2 Lymphocytes T 

Ainsi, la phosphatase Wip1 intervient dans de nombreuses fonctions cellulaires et participe 

grandement à l’arrêt du cycle cellulaire ou encore l’apoptose. Dans le développement des cellules 

immunitaires, la différenciation des lymphocytes T se caractérise par une augmentation des 

dommages à l’ADN due à la réorganisation du TCR424. Régulateur des réponses aux dommages à l’ADN, 

une étude utilisant des modèles de souris déficientes pour Wip1 a pu montrer une absence de 

prolifération des lymphocytes T dans ces animaux. Dans cette même étude, ces animaux présentent 

également une forte sensibilité aux infections virales et une histologie anormale des organes 

lymphoïdes425. En réponse à ces observations, un travail de Schito et al a pu démontrer le rôle de Wip1 
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dans la maturation des cellules T dans le thymus426. De plus, les mécanismes de sélection des 

lymphocytes mâtures en lymphocytes T ou B dans le thymus sont régulés par de nombreux processus 

post-traductionnels. L’un des mécanismes connus est l’inhibition de p38MAPK pour le bon 

développement des lymphocytes T427. Bien que Wip1 est pour cible p38, l’étude de Schito et al 

montrent que l’inhibition de p38MAPK ne permet pas de restaurer le phénotype sauvage chez la souris 

Wip1-/-. Bien au contraire, la suppression de p53 dans ce modèle permet de rétablir le phénotype 

sauvage et la différenciation fonctionnelle des lymphocytes T. Dans les souris doublement déficientes 

pour Wip1 et p53, la taille du thymus des souris est de taille normale. Ainsi, la phosphatase Wip1 dirige 

la mort et l’arrêt du cycle cellulaire des lymphocytes T en développement de manière p53 dépendante. 

Enfin, Sun et al apporte établissent également que Wip1 permet de réguler la maturation, la 

régénération et l’homéostasie des cellules épithéliales thymiques428. 

V.3.c.i.3 Lymphocytes B 

Tout comme les lymphocytes T, la recombinaison V(D)J impliquée dans la formation des récepteurs 

des lymphocytes B et la maturation de ces cellules est orchestrée par des mécanismes qui génèrent 

d’importants dommages à l’ADN et ainsi une activation de p53 à certains stades429. Ainsi, l’étude de 

Wip1 dans ces mécanismes fait sens. C’est dans ce contexte que Yi et al ont observé que les souris 

déficientes pour Wip1 possédaient un nombre très faible de lymphocytes B dans la moelle osseuse 

mais aussi au niveau de la rate et du sang périphérique430. L’absence de la phosphatase Wip1 se 

manifeste également par des troubles majeurs dans les phases de développement précoces des 

lymphocytes B avec une mortalité élevée et un blocage au stade pré-B du développement. Lorsque 

que p53 est absent en plus de Wip1, tout comme pour les lymphocytes T on observe une restauration 

du déficit en lymphocytes B. Ainsi, la phosphatase Wip1 permet de réguler la maturation et la 

prolifération de lymphocytes B dans la moelle osseuse par des mécanismes p53-dépendants. 

V.3.c.i.4 Cellules myéloïdes 

A l’inverse des lymphocytes, l’absence de Wip1 a un effet positif sur la différenciation et le 

développement des granulocytes puisque les souris déficientes pour cette phosphatase présentent 

une neutrophilie sévère431. Un niveau faible de Wip1 s’observe au sein des progéniteurs et au fur et à 

mesure de la maturation vers un phénotype différenciée, son expression augmente. En conditions 

physiologiques, l’augmentation de l’expression de Wip1 lors de la maturation et la production de 

neutrophiles empêche la différenciation des progéniteurs myéloïdes communs en granulocytes 

matures pro-inflammatoires au détriment des autres cellules myéloïdes. En effet, une étude a pu 

montrer l’action de Wip1 sur la signalisation p38MAPK-STAT1431. Cependant, à l’inverse de la 

différenciation des lymphocytes B et T la suppression de p53 ne permet pas de rétablir un phénotype 

sauvage et empêcher la neutrophilie dans les souris déficientes pour Wip1. Autres cellules myéloïdes, 
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peu d’études se sont intéressées au rôle de Wip1 dans les macrophages. Dans ces cellules la fonction 

de Wip1 a principalement été décrite dans des modèles murins d’athérosclérose. Ainsi, la suppression 

de Wip1 empêche la formation de plaques d’athérosclérose en supprimant le changement des 

macrophages en cellules spumeuses432. Dans cette même étude, il est à noter que les macrophages 

déficients pour Wip1 présentent une inhibition de la voie mTOR. Cependant, le mécanisme décrit 

n’implique pas les cibles connues de Wip1 comme p53 ou encore p38MAPK et n’est déclenchée que 

par l’hyperactivation de la kinase ATM dans les souris Wip1 -/-.  

Focus sur nos derniers travaux de recherches 

C’est dans ce contexte que s’inscrivent les travaux de recherche de notre équipe publiés en 2021433. 

Dans notre travail, nous avons démontré que l’absence de Wip1 dans les CSHs ou encore dans les 

neutrophiles permet une réduction tumorale. A l’inverse de la majorité des études citées 

précédemment, des modèles de délétions conditionnelles ont été utilisés permettant d’étudier 

comment l’absence dans un type cellulaire spécifique et non pas à l’échelle de l’organisme impacte la 

tumorigenèse. Pour étudier l’effet de l’absence de Wip1 dans les CSHs, des modèles Fes-Cre ont été 

générés afin d’obtenir des animaux déplétés pour Wip1 uniquement dans les cellules exprimant la 

promoteur Fes, qui est exprimé dans les CSHs. Comme dans les modèles de déficience totale, ces 

animaux présentent des signes de lymphopénie et de neutrophilie progressant avec l’âge. Pour étudier 

l’effet sur la croissance tumorale, des modèles de croissance tumorale syngénique utilisant les cellules 

de mélanome B16-F10 ou de cancer pulmonaire LLC1 ont été utilisées. Après injection de ces cellules 

en sous-cutannée, les souris Fes-Cre présentent une croissance tumorale largement diminuée par 

rapport aux souris sauvages. Pour confirmer ces résultats, des transferts adoptifs de moelle osseuse 

sur souris irradiées ont été mis en place. Ainsi, les souris recevant des moelles de souris Wip1-/- 

présente les mêmes effets sur la croissance tumorale. Enfin, des modèles de surexpression de Wip1 

dans les CSHs ont été utilisés et on observe le phénotype inverse de croissance tumorale soit une 

croissance tumorale accrue par rapport aux souris sauvages. Ces résultats corrèlent avec les mauvais 

pronostics associés à une surexpression de Wip1 dans les cellules du sang observés chez les patients. 

Puisque que les tumeurs de souris Fes-Cre présentent un infiltrat immunitaire augmenté, un 

immunophénotypage a été réalisé pour déterminer quels sous types de cellules immunitaires 

différenciées étaient responsables du phénotype immunosuppresseur. L’immunophénotypage de 

l’infiltrat a mis en avant que cette augmentation était due aux neutrophiles déficients pour Wip1. Pour 

corroborer avec ces observations, des expériences de croissance tumorale combinées à des anticorps 

déplétant ont été effectuées. Ainsi, les souris recevant des anticorps dirigés contre les neutrophiles 

présentent une augmentation de la tumeur signifiant que l’épuisement des neutrophiles Wip1 KO 

entraîne une perte complète de l’effet tumorale. 
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Comme les neutrophiles déplétés pour Wip1 semble être responsables de la réponse anti-tumorale, 

des modèles murins LysM-Cre ont été développés. Le promoteur LysM est présent dans les cellules 

myéloïdes et en particulier dans les neutrophiles. Lorsque des modèles de croissance tumorale ont été 

réalisés, les animaux LysM-Cre présentent une croissance tumorale diminuée confirmant les 

précédents résultats. Pour comprendre les mécanismes mis en jeux, des études cytokiniques ont été 

effectuées. Les tumeurs de souris LysM-Cre présentent alors un profil de sécrétion cytokinique pro-

inflammatoire qui permet d’expliquer le phénotype anti-tumoral observé. Des investigations 

supplémentaires ont permis de mettre en évidence que Wip1 module les capacités anti-tumorales des 

neutrophiles directement en stimulant leurs capacités cytotoxiques et indirectement en favorisant la 

survie et l’activation des lymphocytes T. 

Afin de transposer ces résultats à l’Homme, des expériences in vitro ont été réalisées en utilisant des 

neutrophiles isolés de sang humain traités avec un inhibiteur pharmacologique de Wip1, le 

GSK2830371. Des expériences de western blot, qPCR et co-culture ont été réalisées sur des 

échantillons de patients ainsi que sur des cellules issues de sang de donneur sain et suivent la même 

tendance que ceux observés chez la souris. Les résultats de ces travaux ont donné lieux à une 

publication dans le journal Nature Communications (présent à la fin du document). 

V.3.c.i.5 Réponse inflammatoire 

Les modèles génétiques de déficiences pour la phosphatase ont également permis de mettre en 

évidence que cette protéine régule les réponses inflammatoires. En plus d’une hyperplasie des organes 

lymphoïdes et d’une désorganisation structurelle des organes Choi et al ont remarqué une 

inflammation chronique des tissus normaux chez les souris déficientes pour Wip1425. Connaissant le 

rôle de Wip1 dans la différenciation et le développement des cellules hématopoïétiques ainsi que dans 

les cellules immunitaires, le phénotype pro-inflammatoire observé dans ces animaux pourrait 

s’expliquer par une hyperactivation des cellules de l’immunité innée. De plus, comme le montre Sun 

et al l’absence de Wip1 conduit à une activation prolongée de p38MAPK et NFκB responsables de 

phénomènes inflammatoires428. Dans un contexte de maladie inflammatoire de l’intestin, les 

neutrophiles déficients pour Wip1 présentent une production accrue de cytokines pro-

inflammatoires434. Comme dans le modèle LysM-Cre cité précédemment433.  

Dans un contexte de réponse inflammatoire cutanée induite par l’exposition au TPA (12-O-

tetradecanoylphorbol-13-acetate), la déficience de Wip1 chez la souris entraîne une réponse 

inflammatoire plus importante au niveau de la peau que dans les souris sauvages435. Cette 

inflammation augmentée au niveau de la peau s’accompagne d’une production plus élevée de TNFα 

et d’autres cytokines pro-inflammatoires.  
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Pour finir, dans un contexte d’études de lésions cérébrales, l’absence de Wip1 augmente la libération 

de cytokines pro-inflammatoires au niveau du cerveau et le nombre de microglies activées dans le 

cerveau. L’absence de cette phosphatase altère également les capacités motrices et cognitives des 

animaux436. Dans un travail sur la neuro-inflammation, Wip1 semble jouer un rôle dans l’activation des 

macrophages à la suite de lésions cérébrales dans des modèles in vitro et in vivo. En effet, les souris 

déficientes pour Wip1 possèdent des lésions cérébrales plus accentuées que les souris WT associée à 

une expression accrue de cytokines inflammatoires436,437.   

3.c.ii Wip1, un médiateur dans le neurodéveloppement 

Régulateur de multiples fonctions physiologiques et pathologiques, la phosphatase Wip1 intervient 

également au niveau cérébral majoritairement au niveau de la neurogenèse. Wip1 a alors été décrit 

comme neuroprotecteur dans divers modèles d’études.  

Tout d’abord, une première étude de 2009 a montré le rôle de la phosphatase Wip1 dans la 

neurogenèse notamment au niveau de la zone sous-ventriculaire du cerveau de souris. En effet, Wip1 

permet de maintenir la formation de novo de neurones de façon p53-dépendante. Ainsi, la déficience 

de Wip1 diminue la formation de nouveaux neurones au niveau du bulbe olfactif438. Une autre étude 

de 2014, a également mis en évidence le rôle de Wip1 dans les cellules souches neuronales dans la 

même zone du cerveau notamment dans le contexte du vieillissement. En effet, avec l’âge il est connu 

que la formation de neurones diminue et est corrélée à une diminution de ces cellules souches. Ces 

cellules présentent alors un niveau d’expression élevée pour Wip1 et son expression diminue chez les 

souris âgées notamment par une augmentation de l’expression de DDK3. DKK3 est connu pour être un 

régulateur négatif de WNT impliqué dans la formation de neurones. Ainsi, cette étude montre que les 

animaux qui possèdent une forte expression de Wip1 présente une capacité de régénération de 

cellules neuronales accrue qui permet de restaurer l’olfaction. Les auteurs ont mis en évidence que ce 

mécanisme est dépendant de DKK3 puisque que lorsque la phosphatase Wip1 est surexprimée, elle 

permet une diminution de DKK3 induisant ainsi une expression élevée de WNT augmentant la 

neurogenèse439. 

Dans des travaux s’intéressant à la récupération fonctionnelle à la suite d’une ischémie cérébrale, la 

phosphatase Wip1 participe également aux phénomènes de neurogenèse mis en jeux notamment par 

la régulation de la signalisation WNT/β-Caténine. Avec leurs modèles d’études, les auteurs ont alors 

pu remarquer que Wip1 était très exprimée dans les zones du cerveau les plus impactées par 

l’ischémie. L’utilisation de modèles déficients pour la protéine Wip1 a également permis de mettre en 

évidence que ces animaux présentaient une récupération plus faible associée à une diminution de 

neurogenèse comparément aux animaux sauvages. De plus, cette diminution de neurogenèse se 
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caractérise par une diminution de la voie WNT/β-Caténine. Ainsi, des modèles de restauration 

d’expression de la phosphatase Wip1 ont permis de réactiver cette voie de signalisation et ainsi 

augmenter la neurogenèse à la suite d’une ischémie cérébral440. D’autres travaux ont décrit le rôle de 

Wip1 comme étant neuroprotecteur comme l’étude de Zhu et al décrite précédemment où les 

animaux déficients pour Wip1 présentaient des lésions cérébrales plus accentuées à la suite d’une 

neuro-inflammation436. 

 

3.d Wip1, une protéine surexprimée dans de nombreux cancers et potentielle cible 

thérapeutique 

La phosphatase Wip1 participe à de nombreuses fonctions physiologiques et pathologiques et 

participe également aux phénomènes de tumorigenèse441,442. Cette protéine qui est exprimée à de 

faible niveau dans la plupart des tissus sains se retrouve surexprimée dans de multiples cancers comme 

le cancer du sein359,443–445, de l’œsophage446, du colon447,448, de la thyroïde449, du poumon450,451, de 

l’ovaire452 ou encore du neuroblastome453,454 et bien d’autres.  De plus, Wip1 est également mutée 

dans les cellules immunitaires de patients atteints de cancer associées à un mauvais pronostic455,456 

Présent sur le chromosome 17q23 chez l’Homme, le gène PPM1D codant pour la protéine Wip1 est 

composé de six exons457. Dans le cancer, plusieurs aberrations génomiques au niveau de PPM1D 

existent permettant de designer le gène PPM1D comme un proto-oncogène458,459. Ces aberrations se 

traduisent par une amplification de gène ou des mutations du gène PPM1D. En effet, une amplification 

du chromosome 17 se retrouve dans de nombreux cancers et conduit alors à une augmentation du 

nombre de copies du gène PPM1D443,445,453,460,461. Grâce au NGS, les premières mutations de PPM1D 

ont été reportées en 2013448. La majorité des mutations se retrouvent dans l’exon 6 du gène PPM1D 

et sont des mutations non-sens ou des mutations par décalage du cadre de lecture. Ces mutations 

aboutissent le plus souvent à une version tronquée de la protéine Wip1. Par ailleurs, des études ont 

pu montrer que ces mutations se situent en aval du domaine catalytique ayant un faible impact sur 

l’activité phosphatase de cette enzyme. A l’inverse, ces mutations entraînent la perte d’un motif de 

dégradation en position C-ter conduisant à la stabilisation et l’accumulation de Wip1 mutée387,423,462. 

L’accumulation de cette protéine tronquée dans les cellules peut alors être très élevée comparément 

à la version sauvage de la protéine et ainsi mimer les aberrations par amplification chromosomique.  

 

Ainsi, comme la phosphatase Wip1 est retrouvée surexprimée dans de nombreux cancers l’inhiber 

représente alors une potentielle stratégie thérapeutique. Pour inhiber cette enzyme, plusieurs 

stratégies ont pu être mises en place. Tout d’abord, des inhibiteurs peptidiques ont été mis au point 
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dans le but d’inhiber l’activité enzymatique de Wip1. In vitro, ces inhibiteurs peptidiques permettent 

de supprimer sélectivement l’activité phosphatase de Wip1 mais leur utilisation in vitro et in vivo reste 

limitée par leur faible capacité de translocation dans leur cellules ou encore leur stabilité in vivo327. 

Ainsi, la recherche sur ces inhibiteurs peptidiques n’a pas donné lieux à des recherches plus 

approfondies. Par conséquent, plusieurs laboratoires ont ensuite criblé et développé plusieurs 

molécules inhibitrices dirigées contre Wip1. Parmi elles, ont retrouvent le M321237, le CCT007093 et 

le SPI-001463–465. Cependant, la majorité de ces composés ne répondent pas à tous les critères d’un 

inhibiteur efficace. Le dernier inhibiteur mis au point et présentant le plus d’affinité pour Wip1 est le 

GSK2830371 développé par Gilmartin et al. Le GSK2830371 a alors la capacité de se lier à la boucle β 

de PPM1D située proche du site catalytique de cette protéine. Cette séquence est spécifique de 

PPM1D et n’est pas partagée avec les autres membres de la famille des PP2Cs assurant alors une bonne 

sélectivité du GSK2830371466. Une étude récente utilisant diverses expériences de biophysiques, de 

biochimies ou encore d’analyse structurale a permis de décrire le GSK2830371 comme inhibiteur non-

compétitif. Ce travail montre alors que la protéine Wip1 existe sous deux conformations protéiques et 

que le GSK2830371 bloque la protéine Wip1 dans une seule conformation inactive induisant une 

inhibition allostérique de l’enzyme467. Dans des études fonctionnelles, le traitement de cellules 

cancéreuses au GSK2830371 augmente la phosphorylation des substrats de PPM1D comme la 

phosphorylation de p53 induisant ainsi l’apoptose dans les cellules avec p53 WT468. Dans des lignées 

de cancer du sein, de neuroblastome ou encore d’hémopathies, le GSK2830371 inhibe la prolifération 

des cellules cancéreuses présentant une amplification de PPM1D407,469,470. De plus, l’inhibition de 

PPM1D par le GSK2830381 augmente l’expression de gènes cibles de p53 car Cdkn1a, Puma ou encore 

Bax entraînant un arrêt du cycle cellulaire mais n’est pas suffisant pour induire la mort cellulaire469. 

Ainsi, la majorité des travaux utilisant l’inhibiteur allostérique GSK2830371 montre que celui-ci seul 

n’induit pas la mort des cellules cancéreuses mais le combiner avec des agents chimiothérapeutiques 

potentialise leur efficacité388,407,469–471.  
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Problématique – Objectifs de thèse 

Décrit depuis plusieurs années, il est connu que le TNF joue un rôle pléiotrope dans le cancer. Exprimé 

par de nombreux types cellulaires, l’activation du récepteur TNFR1 peut engendrer plusieurs 

processus : la survie des cellules par l’activation de la voie NFκB, l’apoptose dépendante ou non de 

RIPK1 et d’autres morts cellulaires comme la nécroptose. De nombreuses études ont pu montrer son 

rôle anti-tumoral dans l’induction de la mort immunogène des tumeurs. En effet, la présence du TNF 

permet d’attirer les cellules immunitaires au sein de la tumeur et permettre leur activation. 

Dans nos travaux réalisés en 2021433, nous avons pu montrer que les souris déficientes pour Wip1 

présentent une réduction de croissance tumorale médiée par une augmentation de l’immunité anti-

tumorale. Cette diminution de la croissance tumorale était alors associée à une augmentation de la 

sécrétion de TNFα, médiant l’attraction et l’activation des cellules immunitaires aux propriétés anti-

tumorales. Ainsi, il semble exister un lien entre la présence de Wip1 et la production de TNF au sein de 

la tumeur. Par ailleurs, des expériences préliminaires réalisées dans notre équipe ont pu montrer que 

l’absence du récepteur TNFR1 dans les souris Wip1-/- annule l’effet anti-tumoral associé à l’absence 

de Wip1. En effet, les souris Wip1-/- TNFR1-/- présentent une croissance tumorale supérieure aux 

souris Wip1 -/-. Enfin, comme décrit précédemment la phosphatase Wip1 joue un rôle central dans la 

régulation des morts cellulaires dépendantes TNF. 

En prenant en compte toutes ces observations, nous nous sommes alors intéressés à la potentielle 

implication de la phosphatase Wip1 dans la nécroptose, mort cellulaire programmée hautement 

immunogène. 
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Matériels et méthodes 

I. Modèles d’études  

1. Cellules utilisées 

Plusieurs lignées cancéreuses d’origine humaine et murine ont été utilisées pour réaliser ce travail et 

sont décrits dans le tableau ci-dessous. Toutes les cellules ont été cultivées en DMEM (Dutsher) 

supplémenté avec du sérum de veau fœtal (SVF) à 10%. De plus, un mélange de Pénicilline-

Streptomycine et d'Amphotéricine B (PSA,Pan Biotech) a été ajouté dans toutes les lignées cellulaires 

ci-dessous à une concentration finale de 1%. Toutes ces cellules sont cultivées à 37°C avec 5% de CO2 

et sont indiquées en Tableau 3. 

Tableau 3 : Lignées cellulaires utilisées dans les diverses expériences. 

Lignées cellulaires Origine Types cellulaires/Morphologies 

HCT116 Carcinome colorectal humain Cellules épithéliales 

Hek-293 Tissu rénal d’embryon humain Cellules épithéliales 

HT-29 Adénocarcinome colorectal humain Cellules épithéliales 

MCF-7 Adénocarcinome mammaire humain Cellules épithéliales 

MDA-231 MB Adénocarcinome mammaire humain Cellules épithéliales 

SW620 Adénocarcinome colorectal humain Cellules épithéliales 

L929 Tissus adipeux murin Fibroblastes 

MC38 Adénocarcinome mammaire murin Cellules épithéliales 

 

2. Génération de lignées cellulaires CRISPR-Cas9 

Des cellules Wip1 KO, PPM1B KO et Wip1/PPM1B DKO, RIPK3 KO ont été réalisées en utilisant la 

technologie CRISPR-Cas9. En collaboration avec le Dr Olivier Micheau et le Dr Abdelmnim Radoua, les 

cellules KO ont été obtenues grâce à leur plasmide ptARgenOM ayant fait récemment l’objet d’une 

récente publication472. Plusieurs guides d’ADN ont été mis au point et testés.  

2.a Stratégie de clonage 

2.a.i Hybridation des oligonucléotides 

Pour l’hybridation des oligonucléotides, un mix de 10µl contenant 100µM de chaque oligonucléotide 

(oligo 1 et oligo 2), 0,5µl de l’enzyme T4 Polynucleotide kinase (Promega, M4103), 1µl de tampon de 

ligase T4 DNA 10X (Promega, M1804) complété avec 6,5µl d’eau ultrapure a été réalisé. Les tubes sont 

ensuite placés dans un thermocycleur suivant la réaction suivante : 1h à 37°C, 5 minutes à 95°C puis 

une diminution de 5°C par minute jusqu’à atteindre la température de 25°C. A la fin du cycle, les 
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oligonucléotides sont dilués au 1/200e dans de l’eau ultrapure. Les gènes cibles et leur oligonucléotides 

associés sont décrits dans le Tableau 4. 

Tableau 4 : Séquences des oligonucléotides pour le développement de lignées CRISPR -Cas9. 

Gènes 
cibles 

Nom des 
oligos 

Oligo 1 Oligo 2 
Espèces 
ciblées 

RIPK3 RIPK3 caccgccaggtagccctgagactcc aaacggagtctcagggctacctggc Souris 

PPM1B PPM1B 1 caccg gggggagtttcctgccggcg aaac cgccggcaggaaactcccccc 
Humain et 

souris 

PPM1B PPM1B 2 caccggatgcacacacagctgttgg aaaccaacagctgtgtgtgcatcc 
Humain et 

souris 

PPM1B 
PPM1B 3 

 
caccg ttcagagttggataagcact aaacagtgcttatccaactctgaac 

Humain et 
souris 

PPM1D PPM1D 7 caccgctctttccttgggaagttc aaacgaacttcccaaggaaagagc 
Humain et 

souris 

PPM1D PPM11D 8 caccgaatggccaaagactatgac aaacgtcatagtctttggccattc 
Humain et 

souris 

PPM1D PPM1D 9 caccgtctctttccttgggaagttc aaacgaacttcccaaggaaagagac 
Humain et 

souris 

PPM1D PPM1D 10 caccgttgcccgggagcacttgtg aaaccacaagtgctcccgggcaac 
Humain et 

souris 

2.a.ii Ligation et transformation 

Afin d’intégrer l’ADN guide dans le plasmide comportant le système CRISPR-Cas9, un mix de ligation 

contenant 50µg du vecteur ptARgenOM, 1µl des oligonucléotides dilués, 1µl du tampon de ligase T4 

DNA 10X (Promega, M1804), 0,5µl de l’enzyme T4 DNA ligase (Promega, M1804) complété à 10µl d’eau 

ultrapure a été réalisé. Après préparation du mix de ligation, les échantillons sont incubés 3h à RT. Les 

bactéries compétentes E.coli C3040 (NEB, C3040I) ont été utilisées pour réaliser la transformation 

bactérienne selon les recommandations du fournisseur. Les bactéries sont ensuite étalées sur boîte de 

LB agar contenant 100µg/ml d’Ampicilline et incubées une nuit à 37°C. Le lendemain, au minimum 3 

colonies sont repiquées dans 5ml de bouillon LB contenant 100µg/ml d’Ampicilline et incubées une 

nuit à 37°C.  

2.a.iii Vérification du clonage 

Pour vérifier l’efficacité du clonage, des extractions d’ADN utilisant le kit « NucleoSpin Plasmid » 

(740588.50, Macherey-nagel) ont été réalisées. Les ADN plasmides extraits sont ensuite digérés par 

l’enzyme de restriction NcoI (ThermoFisher #FD0574) 1h à 37°C. Les produits de digestion sont ensuite 

déposés sur gel pour vérifier la taille des fragments obtenus. Pour la validation du plasmide, des 

fragments de 7437bp et 2416 bp doivent être observés.  

2.b Transfection et sélection des cellules CRISPR-Cas9 positives 

Lorsque les plasmides sont validés, une amplification du plasmide et une isolation par « NucleoBond 

Xtra Midi » (740410.50, Macherey-nagel) est réalisée. Le plasmide CRISPR-Cas9 dirigé contre la 
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protéine d’intérêt a ensuite été intégré par transfection reverse dans les cellules HT-29 et MC-38. Pour 

les cellules HT-29, l’agent de transfection utilisé est le réactif Viafect Transfection Reagent (Promega, 

E4981) utilisant le ratio 3 :1 soit 2µg d’ADN plasmidique pour 6µl de ViaFect dans un volume de 

transfection de 200µl. Dans une plaque 6 puits, le mix de transfection est déposé en goutte dans les 

puits et 0,5x106 cellules sont ajoutées. Pour les cellules MC-38, la transfection a pu être réalisée avec 

le ViaFect ou avec de la Lipofectamine 3000 (ThermoFisher, L3000001) également de façon reverse 

avec 0,3x106 cellules. 48h après transfection, les cellules ayant intégrées le plasmide sont GFP positives 

et sont triées par cytométrie (BD FACSAriaTM). Une cellule par puits est triée de façon à obtenir des 

clones monoclonaux.  

3. Génération de modèles de surexpression par infection virale 

Des modèles de surexpression de la protéine RIPK3 ont été réalisés dans les lignées cellulaires de 

cancer mammaire MDA-MB 231 et de cancer colorectal HCT116 et SW620. Les cellules WT, Caspase 8 

-/-, Fadd -/- et Ripk1 -/- de ces trois types cellulaires utilisés dans le travail du Dr Olivier Micheau et Dr 

Abdelmnim Radoua472 ont été utilisées et transduites afin d’exprimer constitutivement la protéine 

RIPK3. 

3.a Production de particules virales 

Pour cela, les particules virales sont produites à partir de cellules GP-2. Ainsi, les cellules GP-2 sont 

ensemencées dans une dish de 10cm puis sont transfectées lorsque leur confluence atteint 60 à 70% 

de confluence. Les cellules sont transfectées avec 15µg de pBabe-puro-RIPK3 (Addgene#78829) et 3µg 

de pVSV-G à l’aide de PEI selon les instructions du fournisseur pendant 12 heures. Le jour suivant, le 

milieu est retiré et 10ml de milieu contenant du 10mM de Sodium Butyrate est ajouté pendant 8 à 10 

heures. L’ajout d’acide butyrique permet de stimuler la transcription du promoteur CMV et ainsi 

augmenter la production de particules virale. Le jour suivant, le milieu contenant les particules virales 

est récolté et centrifugé à 1000g pendant 2 min afin d’éliminer les potentiels débris cellules et est filtré 

à 45µm. Enfin, 6 ml de milieu contenant de l’acide butyrique est ajouté de nouveau sur les cellules GP-

2 pour une seconde infection. Cette étape peut être répétée plusieurs fois selon le nombre d’infection 

successives réalisées. 

3.b Infection des cellules d’intérêt  

Dans une plaque 6 puits, les cellules cibles sont ensemencées à raison de 50 à 100 000 cellules/puits. 

Dans notre cas, les cellules à infecter sont les cellules MDA-MB-231, HCT116 et SW620 et pour toutes 

les cellules WT, Caspase 8 -/-, Fadd -/- et Ripk1 -/-. Après avoir collecté les particules virales produites 

par les GP-2, 3ml de cette suspension virale sont ajoutés dans les plaques 6 puits. Dans chaque puits, 
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du polybrène à une concentration finale de 8µg/ml est ajouté dans chaque puits. Du parafilm est ajouté 

sur les bords de la plaque 6 puits et celle-ci est centrifugée pendant 1h à 800g RT. Après centrifugation, 

la plaque est placée pendant 8h dans l’incubateur à 37°C.  Plusieurs cycles d’infections sont ensuite 

répétés en changeant et ajoutant 3ml de nouveau milieu contenant les particules virales et le 

polybrene. Les étapes de centrifugation et incubation à 37°C sont identiques. Pour sélectionner les 

cellules infectées, une sélection par pyromycine est réalisée à 2,5µg/ml pendant 4 jours. Les cellules 

résistantes sont alors RIPK3 positives et sont vérifiées par Western-blot. 

4. Transfection transitoire  

Des transfections transitoires par lipofection ont été réalisées pour exprimer transitoirement certaines 

protéines. Pour ce faire, les cellules Hek293 et MC38 ont été transfectées à l’aide du kit FuGene HD 

(Promega) ou du jetPEI (Starorius) respectivement selon les instructions du fournisseur. Pour 

augmenter l’efficacité de transfection, la transfection peut être réalisée en utiliser la méthode 

« reverse » : les cellules ne sont pas ensemencées la veille mais la suspension cellulaire après comptage 

est ajoutée directement le jour de la transfection sur la plaque contenant les gouttes de l’agent 

transfectant avec l’ADN. Les cellules en suspension vont ensuite adhérer en intégrant les plasmides. 

Les cellules sont utilisées 48h post-transfection pour diverses expériences. 

Dans ce travail, plusieurs transfections ont pu être réalisées.  

• Co-transfection hWip1 + RIPK3 :  

Afin de surexprimer la protéine humaine Wip1 et la protéine humaine RIPK3, des co-transfections ont 

été réalisées dans les cellules Hek293 à l’aide du kit FuGene HD (Promega). Des quantités égales entre 

les deux plasmides ont été utilisées pour la transfection. Les plasmides utilisés sont le plasmide hWip1 

créé par notre équipe et le plasmide pcDNA4-Flag-RIPK3 (Addgene #78815).  

• Transfection mWip1 : 

Afin de surexprimer Wip1, les cellules murines MC38 ont été transfectées à l’aide du kit jetPEI 

(Startorius). Le plasmide mWip1 créé par notre équipe est inséré dans les cellules et une sélection 

antibiotique est réalisé à l’aide de Zéocin à 100 µg/ml pendant plusieurs jours pour sélectionner 

uniquement les cellules transfectées. Une fois que des colonies sont obtenues, celles-ci sont repiquées 

pour amplifier les cellules et sont ensuite testées par Western-blot.  
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5. Isolation de cellules murines 

Des cellules isolées de la moelle osseuse de souris ont été récupérées de souris WT, Wip1-/- et Wip1-

/-p53-/-. Pour isoler ces cellules, les os des membres inférieurs de la souris ont été récupérés après 

mise à mort de l’animal. Chaque extrémité des os sont coupées et insérées dans un tube de 0,5 ml 

préalablement percé avec une aiguille dans le fond du tube. Ce même tube de 0,5 ml est placé dans 

un tube de 1,5 ml. L’ensemble des deux tubes contenant les os de souris est centrifugé 1 min à 

10 000xg. Grâce à la force de centrifugation et au trou dans le tube, les cellules de la moelle se 

retrouvent dans le fond du tube de 1,5 ml. Une lyse des globules rouges est réalisée sur le culot de ces 

cellules puis elles sont lavées une fois au PBS1X avant d’être mises en culture. 

6. Modèle vivo 

Toutes les souris ont été maintenues dans des conditions spécifiques exemptes d'agents pathogènes 

selon des protocoles d’expérimentations examinés et approuvés par le comité d'éthique 

d’expérimentation animale de l'Université de Bourgogne. 

Des souris C57/Bl6j de type sauvage anesthésiées à l’isoflurane ont été injectées par voie sous-cutanée 

avec 3x105 cellules de cancer colorectal murin MC38 sur leur flanc. Après 10 jours, les tumeurs sont 

mesurées tous les deux jours à l’aide d’un pied à coulisse digital. A chaque visite, la taille des tumeurs 

(mesure en mm de la longueur L et de la largeur l afin de déterminer le volume tumoral en mm3 grâce 

à la formule : ½ x L x l²) et l’état général des souris ont été vérifiés. Lorsque que la taille des tumeurs 

atteint le point limite (20mm de diamètre), les souris sont mises à mort par dislocation vertébrale. 

Immédiatement après, les tumeurs et organes ont été récupérés selon les besoins des différentes 

expériences réalisées. 

II. Traitements 

Pour étudier la nécroptose, plusieurs molécules ont été utilisées in vitro pour induire la mort cellulaire 

seuls ou en combinaison et sont énoncés dans le Tableau 5 ci-dessous. La combinaison TB indique la 

combinaison du TNF à 20ng/ml + Birinapant à 100nM et la combinaison TBZ indique la combinaison du 

TNF à 20ng/ml + Birinapant à 100nM + z-VAD-FMK 20µM. 
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Tableau 5 : Les différents traitements utilisés in vitro dans l’étude de la nécroptose. 

Abréviations Molécules Concentrations Fournisseur Références 

GSK’843 GSK’843 3µM Sigma SML2001 

GSK2830371 GSK2830371 5, 10, 20µM MedChemExpress HY-15832 

LMB Leptomycine B 1µM Sigma L2913 

Nec1s Necrostatin-1s 10µM MedChemExpress HY-15760 

NSA Necrosulfonamide 5µM MedChemExpress HY-100573 

PolyIC Poly(I:C) HMW 25µg/ml InvivoGene tlrl-pic 

Seli Selinexor 1µM Selleck S7252 

Biri Birinapant 100nM MedChemExpress HY-16591 

TNF TNFα 20, 50, 100ng/ml Cadeau de S.Nedospasov 

z-VAD-FMK z-VAD-FMK 20µM MedChemExpress HY-16658B 

 

III. Etudes protéiques  

1. Western-blot 

1.a Préparation des échantillons 

Avec ou sans traitement, les cellules et leur surnageant sont collectés (400G, 5 minutes, 4°C) et lavés 

dans du PBS 1X (Dutscher), puis lysés à l'aide d'un tampon de lyse composé de Cell Lysis Buffer 10X 

(Cell Signaling), de cocktail d'inhibiteurs de protéases cOmplete 25X (ROCHE), de cocktails d'inhibiteurs 

de phosphatases (2 et 3) 100X (Sigma) et d’une solution de fluorure de phénylméthanesulfonyle 100X 

(PMSF) (Sigma), le tout dilué jusqu'à une solution de travail finale concentrée 1X dans de l'eau distillée. 

Les échantillons sont lysés pendant 30 minutes sur glace en vortexant toutes les 10 minutes. Les 

échantillons sont ensuite centrifugés à 20000G pendant 10 minutes à 4°C pour récupérer le surnageant 

contenant le lysat protéique. Les protéines sont dosées en utilisant le kit Precision Red Advanced 

Protein Assay (Cytoskeleton) puis diluées avec un tampon Laemmli 5X pour obtenir une concentration 

finale 1X (50mM Tris, 2% SDS, 100mM DTT, 0,01% bleu de bromophénol et 10% glycérol, pH = 6,8).  

1.b Migration et transfert 

Des quantités variables en protéines ont pu être déposées : au minimum 10µg par échantillon pouvant 

aller jusqu’à 50µg pour les protéines nécessitant une grande quantité de protéines. Les échantillons 

sont déposés dans des gels d’acrylamides et migrent entre 100 et 150V dans du tampon Tris-Glycine 

(25mM Tris, 192mM Glycine, 0,1% SDS) pendant environ 1 heure et 30 minutes. Des transferts semi-

secs ont ensuite été réalisés en utilisant un tampon Bjerrum Schafer-Nielsen (48 mM Tris, 39mM 

Glycine, 20% EtOH) pendant 30 minutes à 1 heure à 25V sur membrane PVDF 0,2µm ou 0,45µm.  
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1.c Blocage, incubations et anticorps primaires  

Les membranes sont ensuite bloquées 1 heure avec du TBS-T 0,1% avec 5% de BSA ou lait selon les 

protéines à révéler. Les anticorps primaires sont dilués dans du TBS-T BSA 3% et incuber à 4°C toute la 

nuit. Le Tableau 6 ci-dessous énumère les anticorps utilisés. 

Tableau 6 : Les différents anticorps primaires utilisés dans les études de Western-blot. 

Cibles Anticorps Fournisseur Références 

B-actine 
Anti-β-Actin−Peroxidase antibody, Mouse 

monoclonal 
Sigma A3854 

Caspase 3 
Caspase-3 Antibody 

Caspase-3 (D3R6Y) Rabbit mAb 
Cell Signaling #14220 

Caspase 8 Anti-Caspase-8 (Human) mAb MBL Life Science M032-3 

EIF2 eIF2α Antibody Cell Signaling 9722 

FADD 
BD Transduction Laboratories™ Purified 

Mouse Anti-Human FADD 
BD Bioscience 610400 

GAPDH GAPDH (14C10) Rabbit mAb Cell Signaling 2118 

HMGB1 Hybridoma supernatant DSHB 
PCRP-

HMGB1-4F10 

HSP70 HSP70/HSP72 polyclonal antibody Enzo ADI-SPA-811 

Ikba 
IκBα (L35A5) Mouse mAb (Amino-terminal 

Antigen) 
Cell Signaling 4814 

MLKL (human 
specific) 

MLKL (D2I6N) Rabbit mAb Cell signaling 14993 

MLKL (mouse specific) MLKL (D6W1K) Rabbit mAb Cell signaling 37705 

PARP PARP (46D11) Rabbit mAb Cell signaling 9535 

pEIF2 
Phospho-eIF2α (Ser51) (D9G8) XP® Rabbit 

mAb 
Cell Signaling 3398 

pMLKL (human 
specific) 

Anti-MLKL (phospho S358) antibody Abcam Ab187091 

pMLKL (mouse 
specific) 

Phospho-MLKL (Ser345) (D6E3G) Rabbit mAb Cell signaling 37333 

PPM1B PPM1B Polyclonal Antibody ProteinTech 13193-1-AP 

pRIPk3 (human 
specific) 

Phospho-RIP3 (Ser227) (D6W2T) Rabbit mAb Cell signaling 93654 

pRIPK3 (mouse 
specific) 

Phospho-RIP3 (Thr231/Ser232) (E7S1R) 
Rabbit mAb 

Cell Signaling 91702 

RIPK1 RIP (D94C12) XP Cell Signaling 3493 

RIPK3 (Human 
specific) 

RIP3 (E1Z1D) Rabbit mAb Cell Signaling 13526 

RIPK3 (mouse 
specific) 

RIP3 (D8J3L) Rabbit mAb Cell Signaling 15828 

RIPK3 (Human & 
mouse) 

Anticorps RIP3 (B-2) Santa Cruz sc-374639 

Vinculine 
Monoclonal Anti-Vinculin antibody produced 

in mouse 
Sigma V9131 

V5 
V5 Tag Monoclonal Antibody (TCM5), 

eBioscience™ 
Invitrogen 14-6796-82 

Wip1 WIP1 (D4F7) Rabbit mAb Cell Signaling 11901 

Wip1 Wip1 (F-10) Santa Cruz sc-376257 
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1.d Anticorps secondaires et révélations 

Le lendemain, les membranes sont lavées 3 fois 10 minutes avec du TBS-T 0,1% et sont incubées avec 

des anticorps secondaires couplés à la HRP. Pour les western-blot sur lysats totales, les anticorps 

secondaires anti-lapin ou anti-souris sont dilué au 1/10000e dans du TBS-T 0,1% avec 3% de BSA (souris 

(7076) ou de lapin (7074) (Cell Signaling Technologies)) et incubés 1 heure à RT. Pour les western-blots 

d’immunoprécipitation, les anticorps secondaires sont des anticorps VeriBlot (ab131366) (Abcam) et 

sont dilués au 1/1000e dans du TBS-Tween20 0,1% avec 5% de lait supplémenté de 1% de caséine 1 

heure à RT. Indépendamment du type de western blot, l’incubation avec les anticorps secondaires 

dure une heure et se fait à température ambiante. Après ce temps, les membranes sont lavées 3 fois 

10 minutes dans du TBS-Tween 0,1%. Les révélations se font par chimioluminescence en utilisant du 

Clarity Western ECL (BioRad) ou SuperSignal West Femto (Fisher), et les images sont acquises avec un 

Chemidoc MP Imaging System. 

2. Co-immunoprécipitation 

Avec ou sans traitement, les cellules et les surnageants sont récoltés et centrifugés 5min à 400g à 4°C 

puis lavés 2 fois avec du PBS 1X (Dutscher). La lyse des échantillons est réalisée grâce à un tampon de 

lyse composé de Cell Lysis Buffer 10X (Cell Signaling), de cocktail d’inhibiteurs de protéases cOmplete 

25X (ROCHE) et du cocktail d’inhibiteurs de phosphatases 2 (Sigma), tous dilués jusqu’à une solution 

finale 1X dans de l’eau distillée. Pour la lyse, les échantillons sont placés sur agitateur rotatif 30 minutes 

à 4°C. Ensuite, les échantillons sont centrifugés à 10000G 10 minutes à 4°C et les lysats sont transférés 

dans de nouveaux tubes. Comme pour les échantillons classiques, les protéines sont dosées avec le kit 

Precision Red Advanced Protein Assay (Cytoskeleton) et 30µg sont conservés pour réaliser les inputs. 

Pour les conditions d’immunoprécipitation, entre 500µg et 1mg de protéines des échantillons sont 

utilisés et incubés avec 2µg d’anticorps de capture. Les tubes contenant le lysat protéique et les 

anticorps de capture sont incubés pendant une nuit sur agitateur rotatif et les inputs sont dénaturés 

de la même façon que des échantillons classiques de Western-blot. Pour immunoprécipiter la kinase 

RIPK3, les anticorps #13526 pour RIPK3 d’origine humain et #15828 pour RIPK3 d’origine murin de Cell 

Signaling ont été utilisés. Pour immunoprécipité MLKL, l’anticorps #14993 de Cell Signaling a été utilisé. 

Le lendemain, 50µl de protéines A µMACSTM sont incubées directement dans les échantillons et 

incubées 30 minutes à 4°C. Cette étape permet aux billes de se fixer à l’anticorps de capture présent 

dans le lysat protéique. Ce mélange lysats et billes est ensuite déposé sur des colonnes µ positionnées 

sur un aimant séparateur µMACS. Les colonnes sont lavées 4 fois avec le tampon de lyse et les 

protéines sont dénaturées et éluées en utilisant un Laemmli 1X plus concentré en agent dénaturant, 

chauffé à 95°C (50mM Tris, 4% SDS, 200mM DTT, 0,01% bleu de bromophénol et 10% glycérol, pH = 
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6,8) pendant 5 minutes. Les échantillons sont prêts à être chargés dans des gels et sont traités de la 

même manière que pour les western blots. 

3. Isolation du cytoplasme et du noyau 

Les isolements cyto-noyaux ont été réalisés à partir de minimum 5 millions de cellules pour chaque 

condition, en suivant les instructions du protocole du kit d’extraction cytoplasmique et nucléaire 

NEPER™ (Thermo, 78835). Les réactifs du kit ont été supplémentés en cocktail d'inhibiteurs de 

protéases cOmplete 25X (ROCHE) et inhibiteurs de phosphatases 2 et 3 (Sigma) 100X. 

4. Western-blot sur surnageant 

Pour les expériences de Western-blot réalisées sur surnageant de cellules en culture, les traitements 

des cellules doivent être réalisés dans du milieu sans sérum afin de ne pas contaminer les protéines du 

surnageant avec les protéines contenues dans le sérum. Ainsi, les cellules sont ensemencées à raison 

de 1 million par puits dans une plaque 6 puits dans un volume de 500µl. Après traitement, le 

surnageant des cellules (500µl) est récolté et centrifugé à 400xg pour éviter les potentiels débris (les 

cellules sont également récupérées pour une lyse protéique classique). Ensuite, les 500µl sont déposés 

sur les colonnes de concentrations 3kD (Amicon Ultra-0,5, UFC500324 Millipore) préalablement laver 

à l’eau distillée. Pour concentrer les protéines, les instructions du fournisseur sont suivies. Lorsque la 

concentration est terminée, les protéines sont dosées à l’aide du kit Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad, 

500-0001) et le reste de l’expérience suit le protocole classique d’un Western-blot. 

5. Immunofluorescence 

Comme les expériences ont été réalisées sur des cellules adhérentes, elles ont été ensemencées sur 

lamelle de verre (coverslips) au minimum la veille de l’expérience (300 000 cellules/puits dans une 

plaque 12 puits avec des coverslips de 13mm de diamètre). Après traitement ou non, les lamelles avec 

les cellules accrochées à leur surface sont lavées au PBS1X puis fixées dans de la paraformaldéhyde 

(PFA) 4% diluée à partir d'un stock à 16 % sans méthanol (Pierce™) pendant 15 minutes à RT. Les 

cellules sont ensuite perméabilisées à l’aide de Triton X-100 0,1% pendant 20min à RT. Les cellules sont 

ensuite lavées une fois au PBS1X et sont incubées avec une solution de saturation de TBS-T avec 2% 

de BSA. La même solution de saturation est utilisée pour incuber les anticorps primaires sur la nuit à 

4°C dans une chambre humide. Le lendemain, les coverslips portant les cellules sont lavées 3 fois en 

bain en TBS-T 0,1% et sont incubés avec un anticorps secondaire anti-anticorps primaires de souris 

(ThermoFisher, A-11004 ou A-11059) ou lapin (ThermoFisher A-1108 ou A10042) selon les marquages 

réalisés pendant 1 heure. Ces anticorps sont couplés avec Alexa Fluor 488 ou Alexa Fluor 568. Les 

coverslips sont de nouveaux lavés 3 fois avec du TBS-T et les cellules sont marquées au DAPI contenu 
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dans le milieu de montage ProLong Gold DAPI (Fisher). Les images de microscopie ont été acquises par 

un Axio Imager 2 (Carl Zeiss Microscopy GmbH) en utilisant une caméra CCD AxioCam MRm (Carl Zeiss 

GmbH). Les anticorps utilisés sont listés dans le Tableau 7 ci-dessous. 

Tableau 7 : Anticorps utilisés pour les marquages d'immunofluorescence. 

Cibles Anticorps Fournisseur Références 

IkBα 
IκBα (L35A5) Mouse mAb (Amino-terminal 

Antigen) 
Cell Signaling 4814 

IgG Mouse Mouse (G3A1) mAb IgG1 Isotype Control Cell Signaling 5415 

IgG Rabbit Rabbit (DA1E) mAb IgG XP® Isotype Control Cell Signaling 3900 

RIPK3 Anticorps RIP3 (B-2): Santa Cruz sc-374639 

RIPK3 RIP3 (E1Z1D) Rabbit mAb Cell Signaling 13526 

Wip1 WIP1 (D4F7) Rabbit mAb Cell Signaling 11901 

 

6. Expériences de ligature de proximité duolink (PLA) 

Comme les expériences ont été réalisées sur des cellules adhérentes, elles ont été ensemencées sur 

lamelle de verre (coverslips) au minimum la veille de l’expérience (300 000 cellules/puits dans une 

plaque 12 puits avec des coverslips de 13mm de diamètre). Après traitement ou non, les lamelles 

contenant les cellules accrochées à leur surface sont lavées au PBS1X puis sont fixées dans de la PFA 

4% diluée à partir d'un stock à 16 % sans méthanol (Pierce™) pendant 15 minutes à RT. Les lamelles 

sont lavées 1 fois au PBS1X puis sont perméabilisées à l’aide d’une solution de PBS 1X 0,1% Triton X-

100. Les cellules fixées et perméabilisées sont bloquées à l’aide de TBS-T avec 2% de BSA pendant 30 

minutes, puis les coverslips sont incubés avec des anticorps primaires dilués dans le tampon de blocage 

sur la nuit à 4°C dans une chambre humide. Le lendemain, les expériences Duolink® sont réalisées en 

suivant les consignes du fabricant (Sigma-Aldrich, SaintLouis, MO, USA) et montées avec le milieu 

ProLong Gold avec DAPI (Fisher). Les images de microscopie ont été acquises par un Axio Imager 2 (Carl 

Zeiss Microscopy GmbH) en utilisant une caméra CCD AxioCam MRm (Carl Zeiss GmbH). Le plugin 'Spot 

detector' du logiciel ICY a été utilisé pour compter le nombre de points par cellule. Le Tableau 8 ci-

dessous énumère les anticorps utilisés pour ce test. 

Tableau 8 : Anticorps utilisés pour les expériences de ligature de proximité duolink.  

Cibles Anticorps Fournisseur Références 

IgG Rabbit Rabbit (DA1E) mAb IgG XP® Isotype Control Cell Signaling 3900 

RIPK1 Humain RIP (D94C12) XP Cell Signaling 3493 

RIPK3 Humain Anticorps RIP3 (B-2): Santa Cruz sc-374639 

Wip1 WIP1 (D4F7) Rabbit mAb Cell Signaling 11901 
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IV. Test de mortalité 

1. Incucyte – 7AAD 

La veille, les cellules ont été ensemencées à raison entre 10 000 et 30 000 cellules par puits selon le 

type cellulaire. Pour suivre la mortalité, le marqueur d’ADN 7-AAD a été ajouté dans les traitements 

réalisés. Après traitement, la plaque de culture est placée dans l’Incucyte® S3 (incubateur couplé à un 

microscope, Sartorius). Des images toutes les heures ont été acquises selon les temps de traitement 

indiqués. Pour l’analyse des résultats, l’aire des objets rouge soit des objets 7-AAD positifs 

correspondant aux cellules mortes est normalisée par rapport à l’aire de confluence des cellules 

(nommés Red Area/Phase Area %).   

2. Cell Titer Glo (CTG) 

La veille, les cellules ont été ensemencées à une densité de 30 000 cellules par puits dans des plaques 

noires stériles opaques de 96 puits, dans 100µL. Le jour de l’expérience, les traitements sont réalisés 

et les tests CTG ont été réalisés en suivant le protocole du fabricant. 
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Résultats 

I. Développement de lignées KO et de modèles de surexpression 

Dans ce travail, plusieurs modèles de lignées génétiquement modifiées ont été utilisés : certains sont 

des modèles de délétions génétiques utilisant la technologie CRISPR-Cas9 et d’autres sont des modèles 

de surexpressions obtenues par expériences de transfection transitoire ou de transduction (infection 

virale). Des modèles de déficiences pour RIPK3, Wip1, PPM1B ont été mis au point dans des lignées de 

cancer colorectal humain HT-29, de cancer colorectal murin MC38 et de fibroblastes murin L929. Le 

design de ces modèles de délétions génétiques est décrit ci-dessous. Les modèles de surexpression de 

la protéine RIPK3 ont été réalisées dans divers modèles cellulaires (HCT116, MDA-MB-231, SW620) par 

transduction et des modèles de surexpression de la protéine Wip1 ont été obtenus après transfection 

transitoire et sélection. Ces modèles sont également décrits ci-dessous. 

1. Modèles de déficiences CRISPR-Cas9 

1.a Stratégies de clonages 

Pour garantir l’obtention de cellules knock-out (KO) pour nos protéines d’intérêts, plusieurs ARN 

guides (gRNA) ont été testés pour développer les constructions plasmidiques de CRISPR-Cas9. Pour 

cela, comme décrit dans le matériel et méthodes page 102-103, plusieurs gRNA ont été clonés et après 

transformation bactérienne 3 colonies par construction sont testées. Pour vérifier les différentes 

constructions obtenues, l’ADN plasmidique est digéré par l’enzyme NcoI comme décrit précédemment 

et est migré sur un gel d’agarose (Figure 22). 

 

Figure 22 : Gel d’agarose des gRNA digérés par NcoI afin de valider les constructions plasmidiques de CRISPR-
Cas9. Plusieurs gRNA ont été testés pour les gènes donnés et les flèches orange indiquent les constructions non 
conformes. 
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Pour que le plasmide soit valide, deux fragments dont un à 7437 pb et un à 2416 pb doivent s’observer 

après digestion. Ainsi, les flèches en jaune sur la Figure 22 montrent les constructions plasmidiques 

non conformes. Pour la construction RIPK3, une colonie sur trois n’est pas bonne et le plasmide RIPK3 

2 sera utilisé pour les transfections. Pour la construction PPM1D 8, toutes les colonies ne sont pas 

valides et ce plasmide est donc éliminé. Arbitrairement, les plasmides PPM1B 1a, PPM1B 2b, PPM1B 

3a, PPM1D 7a, PPM1D 9a et PPM1D 10a sont sélectionnés, amplifiés et utilisés pour les étapes de 

transfection dans les cellules HT-29, MC38 et L929.  Les phosphatases de la famille des PP2C présentant 

une grande homologie entre l’Homme et la souris, les constructions plasmidiques sont utilisées dans 

les cellules humaines et murines. 

1.b Génération de lignées Wip1 KO et PPM1B KO  

Après transfection transitoire avec les plasmides CRISPR-Cas9 Wip1 et PPM1B, une sélection 

monoclonale est réalisée sur les cellules après tri GFP. Regardant la difficulté de transfecter les cellules 

HT-29, peu de clones ont été obtenus. Cependant, le clone 3a B3 semble déficient pour la protéine 

PPM1B et est utilisé pour les prochaines expériences (clone obtenu grâce à la construction PPM1B 3a) 

(Figure 23A). Pour la délétion de Wip1, plusieurs clones ont été obtenus et le clone 10a A3 est choisi 

pour les prochaines expériences (clone obtenu grâce à la construction PPM1D 10a) (Figure 23B). Pour 

les cellules MC38, la construction PPM1B 3a ne semble pas avoir fonctionné dans ce type cellulaire 

puisque seulement des clones ont été obtenus avec les constructions PPM1B 1a et PPM1B 2b. Pour la 

suite des expériences, le clone 2b A3 est choisi (Figure 23C). Pour la délétion Wip1, peu de clones ont 

également été obtenus et le clone 10a A1 est utilisé (Figure 23D). Les cellules L929 ont seulement été 

transfectées avec la construction PPM1B 2b et plusieurs clones ont été obtenus. Le clone 18 a été 

sélectionné pour le reste des expériences (Figure 23E). Enfin, le clones 28 obtenu après transfection 

avec le plasmide CRISPR-Cas Wip1 est sélectionné (Figure 23F). Même si le Western-blot n’est pas 

probant des expériences supplémentaires dont des isolations de cytoplasme et de noyau ont permis 

de s’assurer que le clone 28 était bien déficient pour la protéine Wip1.  

Ainsi, les expériences de transfection CRISPR-Cas9 ont permis d’obtenir pour les cellules HT-29, MC38 

et L929 des modèles de déficiences pour la phosphatase PPM1B et Wip1. La sélection clonale est 

illustrée en Figure 23 et les clones utilisés pour le reste des expériences sont marqués par un astérisque 

rouge. 
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Figure 23 : Western-blots de la sélection monoclonale des modèles CRISPR-Cas9 pour les protéines 
PPM1B et Wip1 dans les lignées HT-29, MC38 et L929. (A) Caractérisation des clones PPM1B KO dans la 
lignée HT-29 ; (B) Caractérisation des clones Wip1 KO dans la lignée HT-29 ; (C) Caractérisation des clones 
PPM1B KO dans la lignée MC38 ; (D) Caractérisation des clones Wip1 KO dans la lignée MC38 ; (E) 
Caractérisation des clones PPM1B KO dans la lignée L929 ; (F) Caractérisation des clones Wip1 KO dans 
la lignée L929. Les * rouges représentent les clones sélectionnés pour le reste des expériences.  

 

1.c Génération des lignées DKO Wip1 et PPM1B dans les cellules MC38 

Pour obtenir des cellules DKO, les clones des cellules MC38 précédemment décrits sont utilisés et 

transfectés de nouveau avec les plasmides pour les phosphatases « inverse ». Ainsi, le clone Wip1 KO 

est transfecté avec le plasmide PPM1B 2b (Figure 24B) et le clone PPM1B KO est transfecté avec le 

plasmide PPM1D 10a (Figure 24A). Après transfection, une sélection monoclonale est réalisée par tri 

GFP.  De nombreux clones ont été obtenus dans les deux sens de transfection. Arbitrairement, le clone 

MC38 10a A1 DKO 22 a été sélectionné et est utilisé pour le reste des expériences.  
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Figure 24 : Western-blots de la sélection monoclonale des modèles CRISPR-Cas9 DKO pour les protéines PPM1B 
et Wip1 dans les cellules MC38. (A) Caractérisation des clones DKO PPM1B/Wip1 obtenus à partir des clones 
PPM1B KO ; (B) Caractérisation des clones DKO PPM1B/Wip1 obtenus à partir des clones Wip1 KO. 

 

1.d Génération de lignées MC38 RIPK3 KO 

Après transfection transitoire avec les plasmides CRISPR-Cas9 RIPK3 dans les cellules MC38, une 

sélection monoclonale est réalisée. Plusieurs clones ont été obtenus et le clone B2 est utilisé pour le 

reste des expériences (Figure 25). 

 

Figure 25 : Western-blots de la sélection monoclonale des modèles RIPK3 KO dans les cellules MC38.  

2. Modèles de surexpression protéique 

2.a Modèles de surexpression de la protéine RIPK3 humaine 

Comme cité précédemment, la majorité des cellules cancéreuses n’expriment pas la kinase RIPK3255 

comme les cellules HCT116, SW620 et MDA-MB-231. En collaboration avec le Dr Micheau et Dr 

Radoua, les modèles WT, Caspase 8 -/-, Fadd -/- et Ripk1 -/- pour les cellules HCT116, SW620 et MDA-

MB231 utilisées dans leur travaux472ont été modifiées par infection virale de façon à exprimer RIPK3 

constitutivement. La caractérisation de ces cellules est illustrée par la Figure 26. Ainsi, nous pouvons 

observer que la protéine RIPK3 est bien exprimée dans les cellules correspondantes et que la délétion 

de la Caspase 8, FADD ou encore de RIPK1 n’altère pas son expression. 
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Figure 26 : Western-blots des lignées HCT116, MDA-MB-231 et SW620 déficientes pour la Caspase 8, FADD et 
RIPK1 surexprimant ou non la kinase RIPK3. (A) Caractérisation des cellules HCT116 WT, Caspase 8 -/-, FADD -/- 
et RIPK1 -/- déficientes ou surexprimant RIPK3 ; (B) Caractérisation des cellules MDA-MB-231 WT, Caspase 8 -/-, 
FADD -/- et RIPK1 -/- déficientes ou surexprimant RIPK3 ; (C) Caractérisation des cellules SW620 WT, Caspase 8 -
/-, FADD -/- et RIPK1 -/- déficientes ou surexprimant RIPK3.   

 

2.b Modèle de surexpression de la protéine Wip1 

Après transfection avec le plasmide mWip1 dans les cellules MC38, une sélection à la Zéocine est 

réalisée de façon à sélectionner uniquement les cellules ayant intégrées le plasmide. Lorsque des 

colonies se forment, chacune est alors repiquée et amplifiée. Plusieurs clones ont été testés et le clone 

10 a été sélectionné. En effet, on observe une expression de V5 dans le clone 10 qui est un tag contenu 

dans la construction plasmidique du plasmide mWip1. De plus cette expression de V5 est corrélée à 

une augmentation de l’expression de Wip1 (Figure 27). 

 

Figure 27 : Western-blots de la sélection monoclonale des cellules MC38 surexprimant Wip1.  
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II. Induction in vitro de la nécroptose 

1. L’inhibition de Wip1 par le GSK2830371 potentialise les morts cellulaires 

dépendantes du TNF 

In vitro, l’induction de la nécroptose peut être réalisée avec différents traitements. Pour définir le 

meilleur temps de traitement et la combinaison ou non des différentes molécules utilisées, la mort 

cellulaire a été suivie au cours du temps grâce à l’Incucyte. L’Inucycte est un incubateur couplé à un 

microscope qui permet de suivre un paramètre donné au cours du temps. Dans notre étude, la mort 

cellulaire est suivie par ajout de 7-AAD et peut également s’observer par la morphologie des cellules. 

Différents traitements ont alors été testés : le TNF seul à 20, 50 et 100 ng/ml, la combinaison TB (TNF 

20 ng/ml et Birinapant 100nM) et la combinaison TBZ (TNF 20ng/ml, Birinapant 100nM et le z-VAD-

FMK 20µM). Les concentrations ont été choisies selon différents travaux311,473,474. L’ajout de TNF seul 

doit activer le complexe I responsable de l’activation de NFκB, la combinaison TB l’induction de 

l’apoptose et la combinaison TBZ l’induction de la nécroptose. En combinaison avec chaque 

traitement, l’inhibiteur GSK2830371 est ajouté pour étudier l’effet de l’inhibition de Wip1. Modèle 

d’étude de la nécroptose, les cellules HT-29 ont été utilisées avec les diverses combinaisons de 

traitements. Pour avoir l’équivalent murin, les cellules MC-38 sont également utilisées. De plus, les 

cellules L929 ont servies de modèles d’études. La Figure 28 ci-dessous représente la quantification de 

la mort cellulaire au cours du temps dans les trois modèles. 
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Figure 28 : L’inhibition de Wip1 par le GSK2830371 potentialise les différentes morts cellulaires 
dépendantes du TNF. La mort cellulaire est quantifiée à l’aide d’un marquage 7 -AAD suivi par Incucyte 
dans les cellules HT-29 (A), MC38 (B) et L929 (C).  GSK=GSK2830371 20µM, TNF20 = TNF 20ng/ml, TNF50 
= 50ng/ml, TNF100 = TNF 100ng/ml, TB = TNF à20ng/ml + Birinapant 100nM, TB Z = TNF 20ng/ml + 
Birinapant 100nM + z-VAD-FMK 20µM. Les histogrammes représentent la mort cellulaire à t=12h (n=3). 
Les données sont représentées sous forme de moyenne ± SD, test T de Student (*p < 0,05; **p < 0,01; 
***p < 0,001, ****p < 0,0001). 

Dans les cellules HT-29, l’ajout de TNF seul n’induit pas de mort cellulaire majeure à l’inverse des 

cellules MC38 où on observe une induction de mort cellulaire à partir de 10h de traitement. 

Inversement à ce qui peut être décrit dans la littérature, le TNF seul dans les cellules L929 n’induit pas 

d’activation de mort cellulaire. Pour les trois types cellulaires, la combinaison TB induit la mort 

cellulaire tout comme la combinaison TBZ. Cependant, nous pouvons observer que l’induction de la 

nécroptose par TBZ induit une mort cellulaire plus rapide et plus importante que l’induction de 

l’apoptose par TB.  
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Pour tous les traitements, l’ajout de GSK2830371 potentialise l’induction de la mort cellulaire, 

significativement ou non. Ceci indique alors un potentiel rôle de la phosphatase Wip1 dans les 

différentes morts cellulaires induites par le TNF. Comme décrit dans la littérature439,440,443, l’addition 

de GSK2830371 potentialise l’induction de l’apoptose ici activée par la combinaison TB. De plus, l’ajout 

de ce même inhibiteur avec la combinaison TBZ semble induire le même effet de potentialisation et 

semble être encore plus marqué pour les cellules MC38 et L929 puisque la mort cellulaire totale est 

plus élevée et son induction nettement plus rapide. En effet, pour toutes les combinaisons les cellules 

murines MC38 et L929 semblent plus sensibles. Enfin, l’inhibiteur de Wip1 GSK2830371 seule ne 

semble pas induire de toxicité pour les trois types cellulaires.  

Pour les cellules HT-29, l’inhibition de Wip1 ne semble pas avoir d’effet significatif à 12h comme 

l’indique la représentation en histogramme mais l’effet est plus marqué en amont avant d’atteindre 

un plateau. Pour cela et comme dans certaines études, l’étude la nécroptose pour les prochaines 

expériences se fera généralement à 8h, temps où les différences semblent les plus élevées (Figure 

28A). Pour les cellules MC38, même si à 12h l’addition de GSK2830371 potentialise la mort induite par 

la combinaison TBZ, les cellules pour les prochaines expériences ne sont pas récupérées à 8h ou 12h 

de traitement mais après 4h de traitement (Figure 28B). Le temps 4h a été choisi en fonction de la 

cinétique car la différence entre la combinaison TBZ et TBZ + GSK semble être maximale à ce point et 

également pour avoir encore assez de matériel biologique pour réaliser diverses expériences comme 

des études par Western-blot. En effet, nous pouvons observer que les cellules MC38 traitées avec la 

combinaison TBZ+GSK meurent très rapidement comme l’indique les images acquises par l’Incucyte 

(Figure 28B). Enfin, nous n’observons plus de différence à 12h entre les conditions TBZ et TBZ+GSK 

dans les cellules L929 puisque ces cellules sont très sensibles au traitement et les différences 

s’observent largement en amont (Figure 28C). Pour cela, les cellules L929 sont récupérées après 2h de 

traitement TBZ puisqu’il s’agit du temps où on observe une grande différence entre TBZ et TBZ+GSK et 

où les cellules ne sont pas encore totalement mortes afin de pouvoir réaliser des études par Western-

blot.  

Ainsi, ces études préliminaires ont permis de confirmer l’efficacité cytotoxique de la combinaison TBZ 

sur nos modèles cellulaires où l’inhibition de Wip1 par le GSK2830371 potentialise son effet. Pour 

confirmer que la nécroptose est induite, des études protéiques par Western-blot ont été conduites 

dans les trois modèles cellulaires. 
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2. L’inhibition de Wip1 par le GSK2830371 potentialise l’induction de la 

nécroptose 

 

Figure 29 : L’inhibition de Wip1 par le GSK2830371 potentialise la nécroptose dans les cellules HT -29. 
(A) Suivie de la mort cellulaire par marquage 7-AAD par Incucyte (n=6) ; (B) Quantification de la mort 
cellulaire 8h après traitements TBZ (n=6) ; (C) Western-blot des cellules HT-29 8h après traitements TB, 
TBZ +/- GSK2830371. Les données sont représentées sous forme de moyenne ± SD, test Mann-Whitney 
(*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001, ****p < 0,0001).  

8h après le traitement TBZ, l’addition de GSK2830371 potentialise l’induction de la mort cellulaire par 

le traitement TBZ pour les cellules HT-29 (Figure 29A-B). Nous pouvons alors observer que cette 

augmentation de mort cellulaire s’accompagne d’une augmentation des signaux pro-nécroptotiques. 

En effet, l’étude protéique par Western-blot montre que la combinaison de traitement TBZ induit la 

phosphorylation des protéines RIPK3 et MLKL qui sont des protéines clefs de la nécroptose 

indépendamment de l’activation de marqueurs de l’apoptose. En effet, la condition TB induisant 

l’apoptose se caractérise par le clivage de la caspase 3 qui est très faible dans les conditions TBZ. De 

plus, la phosphorylation de ces protéines est augmentée par l’ajout de GSK2830371 de façon dose-

dépendante puisqu’on observe une augmentation de pRIPK3 et pMLKL (Figure 29C). 
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Figure 30 : L’inhibition de Wip1 par le GSK2830371 potentialise la nécroptose dans les cellules MC38. 
(A) Suivie de la mort cellulaire par marquage 7-AAD par Incucyte (n=8) ; (B) Quantification de la mort 
cellulaire 4h après traitements TBZ (n=8) ; (C) Western-blot des cellules MC38 4h après traitements TB, 
TBZ +/- GSK2830371. Les données sont représentées sous forme de moyenne ± SD, test Mann-Whitney 
(*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001, ****p < 0,0001).  

4h après traitement TBZ, l’addition de GSK2830371 potentialise l’induction de la mort cellulaire par le 

traitement TBZ pour les cellules MC38 (Figure 30A-B). Nous pouvons alors observer que cette 

augmentation de mort cellulaire s’accompagne d’une augmentation des signaux pro-nécroptotiques. 

En effet, l’étude protéique par Western-blot montre que la combinaison de traitement TBZ induit la 

phosphorylation des protéines RIPK3 et MLKL qui sont des protéines clefs de la nécroptose qui sont 

largement augmentées en combinaison avec l’inhibiteur GSK283071 dans les cellules MC38. La 

condition TB induit également l’activation de l’apoptose puisque l’on observe un clivage de la caspase 

3 indépendamment de la phosphorylation des protéines nécroptotiques. A l’inverse des cellules HT-

29, le traitement TBZ dans les cellules MC38 induit également un clivage des caspases 3 en même 

temps qu’une activation des protéines nécroptotiques. Il est à noter que l’ajout de GSK2830371 induit 

une disparition du clivage de la caspase 3 et une augmentation de la phosphorylation de RIPK3 et MLKL 

(Figure 30C). Certaines études ont pu montrer que l’inhibiteur de caspases z-VAD-FMK semblaient 

moins efficaces dans les cellules murines et pourrait expliquer ce clivage de caspases476. 
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Figure 31 : L’inhibition de Wip1 par le GSK2830371 potentialise la nécroptose dans les cellules L929. (A) 
Suivie de la mort cellulaire par marquage 7-AAD par Incucyte (n=5) ; (B) Quantification de la mort 
cellulaire 2h après traitements TBZ (n=5) ; (C) Western-blot des cellules L929 2h après traitements TB, 
TBZ +/- GSK2830371. Les données sont représentées sous forme de moyenne ± SD, test Mann-Whitney 
(*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001, ****p < 0,0001).  

2h après traitement TBZ, l’addition de GSK2830371 potentialise l’induction de la mort cellulaire par le 

traitement TBZ pour les cellules L929 (Figure 31A-B). Nous pouvons alors observer Figure 31C que 

cette augmentation de mort cellulaire s’accompagne d’une augmentation des signaux pro-

nécroptotiques. Comme pour les cellules HT-29 et MC38, l’étude protéique par Western-blot montre 

que la combinaison de traitement TBZ induit la phosphorylation des protéines RIPK3 et MLKL qui sont 

largement augmentées en combinaison avec l’inhibiteur GSK283071 dans les cellules L929. Bien que 

les cellules soient récupérées seulement deux heures après le traitement TBZ afin d’avoir assez de 

matériel biologique pour réaliser une extraction protéique, nous pouvons observer que le traitement 

TBZ induit une très forte mort cellulaire puisque la vinculine est modulée et que ceci est encore plus 

marqué avec le GSK2830371. Ainsi, si la quantité de pRIPK3 et pMLKL est rapportée à la Vinculine, nous 

pouvons observer que l’addition de GSK2830371 augmente largement la nécroptose induite par le TBZ. 

De plus, la condition TB dans les cellules L929 d’induit pas d’activation de la nécroptose mais bien de 

la nécroptose puisque l’on observe le clivage de la PARP, absente dans la condition TBZ.  

Ainsi, les études protéiques confirment que la combinaison TBZ induit de la mort cellulaire par 

activation de la nécroptose et qu’elle est augmentée lorsque l’inhibiteur de Wip1 GSK2830371 est 

ajouté. 
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3. La kinase RIPK3 est nécessaire à l’activation de la nécroptose 

Pour confirmer que la combinaison de traitement TBZ est responsable de l’induction de la nécroptose, 

la mort cellulaire a été mesurée dans les cellules MC38 RIPK3 KO (Figure 32). Ainsi, nous pouvons 

observer que comparément aux cellules WT, l’absence génétique de RIPK3 empêche d’induire la mort 

cellulaire par le traitement TBZ.  

 

Figure 32 : La kinase RIPK3 est nécessaire à l’activation de la nécroptose par le traitement TBZ. (A) 
Suivie de la mort cellulaire par marquage 7-AAD par Incucyte dans les cellules MC38 WT (n=6) ; (B) Suivie 
de la mort cellulaire par marquage 7-AAD par Incucyte dans les cellules MC38 RIPK3 KO (n=6) ; (C) Images 
prises par l’Incucyte 4h traitement marquées au 7-AAD. Les données sont représentées sous forme de 
moyenne ± SD. 
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Également, l’utilisation d’inhibiteurs de nécroptose peut permettre de vérifier l’induction et 

l’activation de la nécroptose par un traitement. Si l’inhibiteur permet de restaurer la sensibilité des 

cellules à la mort induite alors la nécroptose est activée. Pour se faire, les inhibiteurs Nec1s, GSK’843 

et NSA ont été utilisés (Nec1s inhibe RIPK1, GSK’843 inhibe RIPK3 et NSA inhibe MLKL) avec le 

traitement TBZ et sont illustrés par la Figure 33.  

 

Figure 33 : L’utilisation d’inhibiteurs de nécroptose Nec1s, GSK’843 et NSA inhibe la mort induite par 
la combinaison TBZ. (A) Quantification de la viabilité cellulaire dans les cellules HT-29 8h après 
traitements (n=3), (Test Cell Title Glow, Promega) ; (B) Quantification de la viabilité cellulaire dans les 
cellules MC38 4h après traitements (n=4), (Test Cell Title Glow, Promega). Les données sont représentées 
sous forme de moyenne ± SD, test Two-way ANOVA (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001, ****p < 0,0001). 

Dans les cellules HT-29, l’ajout de Nec1s, GSK’843 et NSA semblent empêcher la sensibilité des cellules 

au traitement TBZ (Figure 33A). En effet, nous pouvons observer que lorsqu’un des inhibiteurs est 

ajouté en même temps que le traitement TBZ on observe une tendance dans la réduction de la mort 

cellulaire, et ceci est d’autant plus marqué lorsque GSK2830371 est présent. Les mêmes expériences 

sont réalisées sur les cellules MC38 (Figure 33B). Tout d’abord, ce test de viabilité cellulaire mesurant 

l’ATP relargué relatif à la mort cellulaire montre encore une fois que les cellules MC38 sont beaucoup 

plus sensibles au traitement TBZ que les cellules HT29. Enfin, nous pouvons également constater que 

les inhibiteurs Nec1s et GSK’843 empêche de sensibiliser les cellules MC38 au traitement TBZ. L’ajout 

de Nec1s en même temps que le traitement TBZ dans les cellules MC38 permet de supprimer presque 

totalement la mort induite par TBZ puisque la viabilité des cellules est proche de 100%. L’ajout de 
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GSK’843 permet également de restaurer la sensibilité des cellules au traitement TBZ mais de façon 

moins importante qu’avec le Nec1s. Inhibiteur de RIPK1, l’ajout de Nec1s permet de bloquer 

l’induction de la mort cellulaire très en amont de la signalisation cellulaire et ainsi empêcher l’induction 

de l’apoptose et de la nécroptose et restaurer une viabilité presque de 100%. L’ajout de GSK’843 

permet seulement d’inhiber RIPK3 et donc uniquement la nécroptose. Comme nous l’avons observé 

dans la Figure 30 précédemment, le traitement TBZ dans les cellules MC38 permet également une 

activation de l’apoptose. Ainsi, l’ajout de GSK’843 ne permet pas d’empêcher aussi drastiquement la 

mort cellulaire que Nec1s car une partie de la mort induite par TBZ doit activer légèrement l’apoptose 

dans les cellules MC38. Pour finir, l’ajout de NSA n’a pas d’effet sur la toxicité induite par le traitement 

TBZ puisque l’inhibiteur de MLKL NSA n’a pas d’effet sur les cellules murines322. Pour limiter totalement 

la mort induite par le traitement TBZ, des expériences en utilisant les inhibiteurs en pré-traitement 

auraient pu être réalisées pour inhiber davantage les protéines nécroptotiques et réduire la mort 

induite par le traitement TBZ. 

Pour finir, pour s’assurer que le traitement TBZ induit la nécroptose par le recrutement de la kinase 

RIPK3, les cellules HCT116, SW620 et MDA-MB-231 sont traitées par la combinaison TBZ (Figure 34). 

Comme ces trois types cellulaires n’expriment pas RIPK3, ces cellules doivent être insensibles à la mort 

induite par le traitement TBZ et l’ajout de RIPK3 doit restaurer cette sensibilité. De plus, les modèles 

Caspase 8 -/-, FADD -/- et RIPK1 -/- vont permettent de confirmer que le traitement TBZ induit la mort 

cellulaire par activation de la nécroptose et non par une autre voie. En effet, les protéine Caspase 8 et 

FADD étant indispensables à l’induction de l’apoptose, leur absence ne doit pas affecter l’induction à 

la nécroptose induite par le traitement TBZ. D’autre part, le traitement TBZ induisant la voie canonique 

dépendante de RIPK1, l’absence de RIPK1 doit empêcher l’induction de la nécroptose.  Ainsi, les 

cellules WT, Caspase 8 -/-, FADD -/- et RIPK1 -/- sont traitées avec la combinaison TB et TBZ qui 

induisent l’apoptose et la nécroptose réciproquement. Pour suivre l’effet de notre traitement, la mort 

cellulaire est suivie par Incucyte en utilisant du 7-AAD. Ces expériences sont réalisées dans les cellules 

HCT116 (Figure 34A), MDA-MB-231 (Figure 34B) et SW620 (Figure 34C). 
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Figure 34 : L’ajout de la kinase RIPK3 sensibilise les cellules à la nécroptose par le traitement TBZ de 
façon RIPK1-dépendante. (A) Quantification de la mort cellulaire par Incucyte par marquage 7 -ADD 12h 
après traitements dans les cellules HCT116 (n=3) ; (B) Quantification de la mort cellulaire par Incucyte 
par marquage 7-ADD 12h après traitements dans les cellules MDA-MB-231 (n=3) ; (C) Quantification de 
la mort cellulaire par Incucyte par marquage 7-ADD 12h après traitements dans les cellules SW620 (n=3). 
Les données sont représentées sous forme de moyenne ± SD, test Two-way ANOVA (*p < 0,05; **p < 0,01; 
***p < 0,001, ****p < 0,0001). 

Dans les cellules HCT116 WT, MDA-MB-231 et SW620 WT, nous pouvons observer que le combinaison 

TB induisant l’apoptose permet d’induire la mort cellulaire, qui semble être augmentée lorsque 

l’inhibiteur GSK2830371 est ajouté. La caspase 8, Fadd et Ripk1 participe à la mort induite par la 

combinaison TB car nous pouvons observer que lorsque ces protéines sont absentes dans les cellules 

HCT116, MDA-MB-231 et SW620 il n’y a plus de mort induite. Ces résultats sont attendus car il est 

connu que la caspase 8, fadd et ripk1 participe à l’induction de l’apoptose.  

Les cellules HCT116 WT, MDA-MB-231 WT et SW620 WT sont insensibles au traitement TBZ en 

présence ou en absence de GSK2830371. A l’inverse, l’expression de la kinase RIPK3 dans ces cellules 

permet d’induire la mort cellulaire à la suite du traitement TBZ, qui semble être légèrement augmentée 

par l’ajout du GSK2830371. Il est important de souligner que l’absence de la caspase 8 ou de Fadd 

n’impacte pas la mort induite par le traitement TBZ dans les cellules RIPK3+. De plus, la mort induite 

par la combinaison TB ou bien TBZ ne se produit plus dans les cellules où la kinase RIPK1 est absente. 

Ainsi, ces expériences permettent de confirmer que la combinaison de traitement TBZ permet 

d’induire spécifiquement la nécroptose canonique. En effet, la kinase étant spécifique de la nécroptose 

son ajout dans les cellules permet d’activer alors la mort cellulaire à la suite du traitement TBZ. De 
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plus, la combinaison TBZ permet d’activer la nécroptose canonique activée par le complexe IIb de façon 

Ripk1 dépendante comme décrit pas la Figure 11. Enfin, ces expériences permettent de confirmer que 

la combinaison TBZ induit la nécroptose indépendamment de l’activation de l’apoptose car l’absence 

de la caspase 8 et de Fadd n’impacte pas la mort induite par le TBZ en présence de Ripk3. 
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III. L’absence de phosphatases PP2C potentialise l’induction de la 

nécroptose 

Connaissant le rôle de la phosphatase Wip1 dans diverses morts cellulaires telles que l’apoptose, la 

senescence ou encore son rôle dans l’autophagie, cette protéine pourrait alors jouer un rôle dans 

d’autres mécanismes morts. Les expériences décrites précédemment semblent montrer un rôle 

potentiel de la phosphatase Wip1 dans la nécroptose puisque l’utilisation de GSK2830371 permet de 

potentialiser la nécroptose induite par le TBZ. Pour vérifier ces hypothèses, des cellules déficientes 

pour Wip1 ont été créées et ont été exposées à un traitement au TBZ. De plus, les cellules surexprimant 

Wip1 ont également été mises au point et sont aussi traitées au TBZ (Figure 35A).  

 

Figure 35 : L’expression de la phosphatase Wip1 module la mort induite par nécroptose à la suite du 
traitement TBZ dans les cellules MC38. (A) Western-blot des cellules MC38 WT, déficientes pour Wip1 
(Wip1 KO) et surexprimant Wip1 (mWip1) après extraction du cytoplasme et du noyau ; (B) Suivie de la 
mort cellulaire par marquage 7-AAD par Incucyte (n=7). Les données sont représentées sous forme de 
moyenne ± SD, test Two-way ANOVA (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001, ****p < 0,0001).  

Ainsi, nous pouvons observer que l’absence génétique de Wip1 potentialise la mort induite par le 

traitement TBZ soit par nécroptose par rapport aux cellules WT. Inversement, la surexpression de Wip1 

retarde l’induction de la nécroptose (Figure 35B). En effet, les cellules surexprimant Wip1 sont 

beaucoup moins sensibles au traitement TBZ car même après 8h de traitement le nombre de cellules 

mortes reste plus faible comparément aux cellules WT et Wip1 KO.  

Ces résultats utilisant un modèle de délétion génétique de Wip1 nous permettent de confirmer les 

observations précédemment décrites avec l’utilisation de l’inhibiteur chimique de Wip1, le 

GSK2830371. Comme l’absence génétique de la protéine Wip1 ou son inhibition chimique sensibilisent 

l’induction de la nécroptose par le TBZ et que la surexpression de cette protéine induit le phénotype 

inverse, l’hypothèse selon laquelle la phosphatase Wip1 intervient dans la nécroptose semble se 

confirmer. 
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En 2015, la phosphatase PPM1B appartenant à la famille des PP2C a été décrite comme jouant un rôle 

dans la nécroptose477. En effet, cette phosphatase a été décrite comme régulateur négatif de la 

nécroptose à travers son interaction avec la kinase RIPK3. Par son activité de phosphatase, la protéine 

PPM1B régule négativement RIPK3 dans le cytoplasme et réprime la nécroptose. Ainsi, l’absence de 

PPM1B permet à RIPK3 d’être plus phosphorylé et participer davantage à la phosphorylation de MLKL 

et ainsi augmenter la nécroptose.  

Comme très peu d’inhibiteur sont dirigés contre la phosphatase PPM1B, nous avons mis au point des 

cellules déficientes pour la protéine PPM1B afin de vérifier le phénotype observé en 2015. De plus, 

comme nous observons un effet de l’inhibiteur GSK2830371 nous voulons nous assurer que l’effet 

observé est bien dû à l’inhibition de Wip1 et non pas à l’inhibition de PPM1B qui a déjà été décrite 

comme régulant la nécroptose. 

Pour cela, les modèles de déficiences pour la protéine PPM1B KO ont été réalisées dans des modèles 

de HT-29, MC38 et L929.  Après obtention des clones et pour vérifier la spécificité de l’inhibiteur 

GSK2830371, des études par Western-blot ont été réalisées (Figure 36). Pour faciliter la visualisation 

de Wip1 qui est une protéine nucléaire, des expériences par extraction du cytoplasme et du noyau ont 

été réalisées. 
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Figure 36 : La délétion de la phosphatase Wip1 semble induire l’expression de la phosphatase PPM1B 
et inversement. (A) Western-blot des cellules HT29 WT, Wip1 KO et PPM1B KO après extraction du 
cytoplasme et du noyau 6h après traitement au GSK2830371 20µM ; (B) Western -blot des cellules MC38 
WT, Wip1 KO et PPM1B KO après extraction du cytoplasme et du noyau 6h après tr aitement au 
GSK2830371 20µM ; (C) Western-blot des cellules L929 WT, Wip1 KO et PPM1B KO après extraction du 
cytoplasme et du noyau 6h après traitement au GSK2830371 20µM. 

Ainsi, nous pouvons observons que les clones sélectionnés n’expriment plus la protéine d’intérêt 

puisque Wip1 est absent dans les cellules Wip1 KO et PPM1B absent dans les cellules PPM1B KO. De 

plus, l’inhibiteur GSK2830371 ne semble pas inhiber la phosphatase PPM1B et permet bien de réduire 

l’expression de Wip1 (Figure 36). Cependant, il semble que l’absence d’une phosphatase permet la 

surexpression d’une autre. En effet, les cellules Wip1 KO semblent exprimer plus fortement PPM1B 

par rapport aux cellules WT et inversement les cellules Wip1 KO semblent exprimer plus fortement 

Wip1 par rapport aux cellules WT, notamment dans les cellules HT-29 et MC38 (Figure 36A-B). Ainsi, il 

semblerait qu’une compensation s’opère entre ces deux phosphatases appartement à la famille des 

PP2Cs. Pour éliminer ce biais de compensation entre ces deux protéines, des cellules DKO Wip1 et 

PPM1B ont alors été mises au point dans les cellules MC38.  
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Ayant tous les modèles de délétions génétiques simples ou doubles (Figure 36A) dans les cellules 

MC38, la sensibilité de ces cellules à l’induction de la nécroptose a été mesurée en quantifiant la mort 

cellulaire totale par Incucyte. Pour cela, la nécroptose a été induite par le traitement TBZ. Ainsi, nous 

pouvons observer que l’absence de PPM1B ne semble pas avoir d’effet sur l’induction de la nécroptose 

et que les cellules DKO suivent le même profil que les cellules Wip1 KO (Figure 37B). De plus, l’étude 

protéique par Western-blot permet de confirmer que les cellules Wip1 KO et DKO sont plus sensibles 

à l’induction de la nécroptose car elles présentent des niveaux de phosphorylation plus importante 

pour pMLKL (Figure 37C).   

Ces résultats semblent indiquer que l’absence de la protéine Wip1 suffit à sensibiliser les cellules à la 

nécroptose et que la protéine seule de PPM1B ne semble pas sensibiliser les cellules comme le montre 

le papier de Chen et al477. 

 

 

Figure 37 : L’absence de phosphatases PP2Cs potentialise l’induction de la nécroptose par le traitement 
TBZ. (A) Western-blot des différentes lignées MC38 déficientes pour les phosphatases Wip1 et/ou PPM1B 
; (B) Suivie de la mort cellulaire induite par le traitement TBZ par marquage 7 -AAD par Incucyte dans les 
cellules MC38 (n=8) ; (C) Western-blot des modèles MC38 déficients pour les PP2Cs 4h après traitement 
TBZ. Les données sont représentées sous forme de moyenne ± SD, test Two-way ANOVA (*p < 0,05; **p 
< 0,01; ***p < 0,001, ****p < 0,0001). 

 

Pour tester la spécificité de l’inhibiteur de Wip1 sur l’induction de la nécroptose par le traitement TBZ, 

le cellules WT, Wip1 KO, PPM1B KO et DKO ont été traitées par le traitement TBZ seul et en 

combinaison avec le GSK2830371. La mort totale a été suivie par Incucyte et des analyses par Western-

blot ont été réalisées. 
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Figure 38 : L’inhibition de Wip1 par le GSK2830371 potentialise la mort cellulaire induite par la 
combinaison TBZ même en absence de Wip1. (A) Suivie de la mort cellulaire par marquage 7-AAD par 
Incucyte dans les cellules MC38 WT ; (B) Suivie de la mort cellulaire par marquage 7 -AAD par Incucyte 
dans les cellules MC38 PPM1B KO ; (C) Suivie de la mort cellulaire par marquage 7 -AAD par Incucyte dans 
les cellules Wip1 KO ; (D) Suivie de la mort cellulaire par marquage 7 -AAD par Incucyte dans les cellules 
MC38 DKO Wip1/PPM1B. Les histogrammes représentent la mort cellulaire à t=8h (n=8). Les données 
sont représentées sous forme de moyenne ± SD, test Mann-Whitney (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001, 
****p < 0,0001). 

Nous pouvons alors observer que le GSK2830371 semblent avoir une autre cible que la phosphatase 

Wip1 puisque l’addition du GSK2830371 au traitement TBZ dans les cellules Wip1 KO permet toujours 

de potentialiser l’induction à la nécroptose (Figure 38C). Néanmoins, nous pouvons exclure le fait que 

l’inhibiteur GSK2830371 agit sur la phosphatase PPM1B car les cellules PPM1B répondent toujours à 

l’inhibiteur lorsqu’il est couplé au traitement TBZ (Figure 38B).  Pour vérifier un éventuel effet 

compensatoire de la délétion d’une phosphatase PP2Cs sur une autre, les cellules DKO ont également 

été traitées. Nous pouvons observer que la cinétique de réponse au traitement TBZ+GSK dans les 

cellules DKO est identique à celle observée pour les cellules Wip1 KO signifiant que l’inhibiteur 

GSK283071 possèdent une autre cible que la phosphatase Wip1 mais qui n’est pas la phosphatase 

PPM1B (Figure 38A). Pour vérifier si une différence s’observe dans la signalisation cellulaire, des études 

par Western-blot sont réalisées (Figure 39).   
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Figure 39 : L’absence de phosphatases PP2Cs augmente la phosphorylation des protéines 
nécroptotiques. Western-blot des modèles MC38 déficients pour les PP2Cs 4h après traitement TBZ ± 
GSK2830371. 

L’analyse protéique en Figure 39 confirme bien que les cellules PPM1B KO présentent le même 

phénotype que les cellules WT à savoir que l’addition de GSK2830371 au TBZ augmente nettement la 

phosphorylation de RIPK3 et MLKL. Dans les cellules Wip1 KO, l’effet du GSK2830371 est toujours 

légèrement présent avec une phosphorylation accrue de pRIPK3 et pMLKL avec l’inhibiteur. Dans les 

cellules DKO, l’effet du GSK2830371 semble moins marqué puisque que les niveaux de phosphorylation 

de RIPK3 et MLKL semblent presque identiques avec et sans inhibiteur. Ainsi, la délétion des deux 

phosphatases Wip1 et PPM1B semblent davantage sensibiliser les cellules à la nécroptose qu’une 

simple délétion de Wip1.    

Comme observé précédemment, un clivage de la caspase 3 s’observe dans les cellules WT à la suite du 

traitement TBZ et diminue lorsqu’il est couplé à l’inhibiteur GSK2830371. C’est observation est 

également retrouvée dans les cellules PPM1B KO. Conformément à la littérature, l’absence de Wip1 

sensibilise les cellules à l’apoptose puisqu’on observe un plus fort clivage de la caspase 3 même en 

présence de l’inducteur de nécroptose TBZ. Comme dans les cellules WT et PPM1B, l’addition du 

GSK2830371 au TBZ réduit le clivage de la caspase 3 dans les cellules Wip1 KO. En revanche, cet effet 

ne s’observe plus dans les cellules DKO. 

Pour conclure sur cette partie, nous n’observons pas le même phénotype observé en 2015 où la 

phosphatase PPM1B a été décrite comme régulateur de la nécroptose. Il est important de souligner 

que les expériences ont été réalisées sur des cellules cancéreuses murines et non pas sur des 

fibroblastes murins comme dans le travail de Chen et al477. Par ailleurs, l’absence de la phosphatase 

Wip1 potentialise la nécroptose induite par la combinaison TBZ. Comme les cellules DKO répondent 

de la même façon que les cellules Wip1 KO et que les cellules PPM1B KO répondent comme les cellules 

sauvages, cela suggère que PPM1B n’a pas de rôle dans la nécroptose. Néanmoins, l’analyse protéique 

révèle une différence entre les cellules Wip1 KO et DKO au niveau de la phosphorylation de RIPK3 ne 

pouvant pas exclure totalement le rôle de PPM1B dans cette voie de mort cellulaire. 
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IV. Nécroptose nucléaire et interaction entre Wip1 et RIPK3 

1. Localisation nucléaire de la phosphatase Wip1 

L’activation de la nécroptose est permise par de multiples modifications post-traductionnelles et la 

plus importante est la phosphorylation des protéines RIPK1, RIPK3 et MLKL. Comme l’inhibition de la 

phosphatase Wip1 permet d’augmenter la nécroptose illustrée par une augmentation de la 

phosphorylation des protéines RIPK3 et MLKL, l’hypothèse selon laquelle la phosphatase Wip1 pourrait 

réguler négativement la nécroptose fait sens. En effet, la phosphatase Wip1 pourrait réguler 

négativement la nécroptose en déphosphorylant directement ou indirectement les protéines 

nécroptotiques. Réciproquement, l’inhiber permet aux protéines nécroptotiques d’être phosphorylées 

et déclencher la nécroptose.  

Cependant, la nécroptose est décrite comme un évènement cytoplasmique et la phosphatase Wip1 

est une protéine nucléaire.  

La localisation de la phosphatase Wip1 est controversée dans la littérature. En effet, certaines études 

montrent cette protéine comme étant une protéine cytoplasmique478 et d’autres nucléaire368,479. Pour 

vérifier la localisation de Wip1, une étude par immunofluorescence a été réalisée dans les cellules 

MCF-7 (Figure 40A). Les cellules MCF-7 sont des cellules de cancer mammaire connues pour avoir un 

niveau d’expression basal élevé pour la protéine Wip1407. Ainsi, nous pouvons observer que Wip1 se 

retrouve strictement dans le noyau. Pour augmenter l’expression de Wip1, les cellules MCF-7 sont 

également traitées au CisPlatine connu pour induire des dommages à l’ADN permettant d’augmenter 

l’expression de Wip1.  Pour vérifier la localisation de cette phosphatase dans les cellules HT-29 et 

MC38, une extraction du cytoplasme et du noyau est réalisée. Ainsi, le Western-blot en Figure 40B-C 

réalisé sur les fractions cytoplasmiques et nucléaires montre que Wip1 est strictement dans le noyau 

et que son expression est diminuée lorsque l’inhibiteur GSK2830371 est ajouté. Ces observations sont 

cohérentes avec les études décrivant que la protéine possède une séquence de localisation nucléaire 

NLS (Nuclear Localization sequence) indiquant sa localisation nucléaire480,481.  

 

Figure 40 : La phosphatase Wip1 est strictement nucléaire et son expression est diminuée en présence 
de GSK2830371. (A) Immunofluorescence des cellules MCF-7 traitées ou non à la CisPlatine (x40) ; (B) 
Western-blot des cellules HT29 WT traitées ou non au GSK2830371 pendant 6h après extraction du 
cytoplasme ; (C) Western-blot des cellules MC38 WT traitées ou non au GSK2830371 pendant 6h après 
extraction du cytoplasme. 
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Comme la phosphatase Wip1 est nucléaire et que la nécroptose est largement décrite comme 

cytoplasmique, un lien entre une interaction directe semble discutable. Cependant, plusieurs travaux 

de recherche ont pu montrer que les protéines nécroptotiques peuvent se retrouver au sein du noyau. 

Tout d’abord, avant que la nécroptose soit bien décrite dans la littérature une étude de 2004 a pu 

montrer que la kinase RIPK3 était une protéine de navette nucléocytoplasmique482. En effet, la 

protéine RIPK3 possède un motif NLS et deux régions de Nuclear Export Sequence (NES) dépendante 

de CMR1. Les protéines ayant une localisation et fonction nucléaire possèdent généralement un motif 

NLS nécessaire à leur transport dans le noyau483 et un motif NES nécessaire à leur export484. Ainsi, en 

2004 RIPK3 fût déjà décrite comme pouvant être nucléaire en dehors de sa fonction nécroptotique. 

Par ailleurs, deux études majeures réalisées en 2016485 et 2018486 montrent que la nécroptose peut 

être nucléaire en démontrant la localisation des protéines fonctionnelles RIPK1, RIPK3 et MLKL dans le 

noyau.  En 2016, Wallach et al décrivent majoritairement la translocation de MLKL phosphorylée 

associé à RIPK1 et RIPK3 dans le noyau. En effet, ces auteurs décrivent des séquences NLS dans les 

protéines RIPK3 et MLKL. Ainsi, MLKL phosphorylé est décrit comme pouvant être dans le noyau mais 

aucun mécanisme relatif à son rôle dans la nécroptose est décrit.  

L’étude de Vandenabeele et al réalisée en 2018 apporte plus de connaissances concernant le rôle de 

cette nécroptose nucléaire. Tout d’abord, des expériences bloquant l’export des protéines montrent 

une forte accumulation de RIPK3 et de MLKL dans le noyau. De plus, des expériences de transfections 

utilisant RIPK3-NLS (censé augmenter l’accumulation de RIPK3 dans le noyau) montrent que la 

nécroptose est augmentée après un traitement TBZ comparément à RIPK3 WT. Ces expériences 

semblent alors montrer que la translocation de RIPK3 dans le noyau permet d’augmenter la nécroptose 

induite. De plus, l’accumulation de RIPK3-NLS est accompagnée d’une augmentation de pMLKL dans 

le noyau montrant que RIPK3 phosphoryle MLKL à cet endroit. Cette étude démontre que RIPK3 et 

MLKL sont présents dans le noyau et peuvent être phosphorylés et oligomérisés pour pouvoir être 

ensuite exportés pour participer à la nécroptose. Cependant, la mesure dans laquelle le passage 

nucléaire est important pour l'induction de la nécroptose reste inconnue. Enfin, ces travaux sont 

également confirmés par une étude récemment publiée en 2024 montrant également que les 

protéines nécroptotiques actives peuvent se trouver dans le noyau pour participer à la nécroptose487. 

Par conséquent, le point de vue selon lequel la nécroptose peut être nucléaire représente une 

potentielle piste pouvant expliquer le rôle de la phosphatase nucléaire Wip1 dans la nécroptose. 
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2. Localisation nucléaire de la kinase RIPK3  

Pour étudier la possible localisation nucléaire de la kinase RIPK3, des expériences d’immunofluoresnce 

sur les cellules MDA-MB-231 RIPK3+ ont été réalisées en présence ou en absence de Leptomycine B 

(LMB). La LMB est un inhibiteur d’export nucléaire puisqu’il inactive l’exportine CRM1 (XPO-I) 

empêchant alors les protéines de s’échapper du noyau488 . Cette molécule a été utilisée par 

Vandenabeele et al pour observer l’accumulation de RIPK3 dans le noyau486.  Pour vérifier que la 

Leptomycine B bloque l’export du noyau, un marquage IκBα a été réalisé en parallèle comme dans 

certains travaux489,490. Nous pouvons alors observer en Figure 41 que les cellules RIPK3+ possèdent une 

expression majoritairement cytoplasmique mais on peut également observer dans certaines cellules 

que le marquage peut être nucléaire. Après une heure de traitement à la Leptomycine B, la protéine 

RIPK3 se trouve majoritairement dans le noyau, tout comme IκBα. Cette expérience confirme les 

expériences des travaux de la littérature montrant que RIPK3 peut être transloqué dans le noyau. Ces 

résultats s’observent également dans les cellules HCT116 RIPK3, SW620 RIPK3+ et HT29 mais ne sont 

pas montrés ici. 

 

Figure 41 : La kinase RIPK3 possède une localisation nucléaire renforcée après traitement à la 
Leptomycine B. Immunoflluorescence réalisée sur les cellules MDA-MB-231 WT et RIPK3+ traitées ou non 
à la Leptomycine B à 1µM pendant 1h (x40). 

Pour vérifier que les protéines nécroptotiques peuvent se retrouver dans le noyau, des études par 

Western-blot après isolation du cytoplasme et du noyau ont pu être réalisées (résultats non montrés). 

Pour induire l’accumulation dans le noyau, les cellules sont traitées au Selinexor qui est un inhibiteur 
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de l’XPO1 comme la LMB. Dans ces expériences, le Selinexor a été privilégié car à l’inverse de la LMB il 

semble être moins toxique et est utilisé en essai clinique491. Pour témoigner de l’efficacité du Selinexor, 

la localisation de la protéine IκBα est également suivie par immunofluorescence.  

Les études protéiques par Western-blot montrent que les protéines peuvent être nucléaires. En 

présence du traitement TBZ, nous observons la phosphorylation des protéines RIPK3 et MLKL dans la 

fraction cytoplasmique, qui est augmentée en présence de GSK2830371. Au niveau nucléaire, on 

retrouve également la présence de protéines nécroptotiques phosphorylées (résultats non montrés).  

Pour la phosphorylation de MLKL, on observe la présence de pMLKL dans le noyau dans les conditions 

TBZ, et qui est augmentée lorsque le GSK2830371 est combiné. Pour la phosphorylation de RIPK3, ceci 

est plus difficilement observable puisque les anticorps utilisés sont beaucoup moins spécifiques que 

pour pMLKL.  

Ainsi, même si la forme totale des protéines RIPK3 et MLKL semble majoritairement se trouver au 

niveau du cytoplasme une fraction non négligeable de celle-ci se trouve au niveau du noyau. Cette 

observation est cohérente avec les travaux énoncés précédemment485,486.  

Possédant les cellules MC38 déficientes pour Wip1 et/ou PPM1B, les mêmes expériences en isolant 

les cytoplasmes et les membranes en présence du traitement TBZ ± GSK2830371 ont été réalisées 

(Figure 42). Au niveau de pRIPK3 dans les cellules MC38, il semblerait que des bandes soient visibles 

dans le noyau même pour les conditions basales. Ces bandes représentent probablement des bandes 

non spécifiques puisque lorsque l’on observe les Figure 42B et Figure 42D pour les cellules MC38 Wip1 

KO et DKO censées exercer le plus la nécroptose une double bande est présente uniquement pour les 

conditions TBZ et TBZ+GSK2830371. La bande la plus basse de ces deux bandes doit représenter celle 

correspondante à pRIPK3 puisqu’elle se retrouve dans le cytoplasme et dans le noyau pour les 

conditions TBZ et TBZ+GSK2830371. Ainsi, nous pouvons observer que celles-ci sont plus importantes 

pour les cellules Wip1 KO et DKO dans le noyau. Concernant la phosphorylation de MLKL, pour les 

cellules PPM1B nous observons le même profil que pour les cellules WT soit une phosphorylation de 

MLKL plus importante en présence de la combinaison TBZ + GSK2830371 dans le cytoplasme et le 

noyau. Comme observé en Figure 37, les cellules Wip1 KO et DKO présentent une phosphorylation 

accrue de MLKL par rapport aux cellules WT et PPM1B KO qui se retrouvent dans le cytoplasme et le 

noyau. De plus, on observe toujours un effet de l’inhibiteur puisque la phosphorylation de MLKL est 

légèrement augmentée dans le cytoplasme et le noyau lorsque les cellules sont traitées par le TBZ + 

GSK2830371.  

Nous confirmons alors encore une fois que la nécroptose peut également se produire dans le noyau et 

que les protéines caractéristiques de la nécroptose se retrouve plus facilement dans le noyau en 

absence de Wip1.  
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Figure 42 : L’absence de PP2Cs induit l’accumulation de protéines nécroptotiques dans le noyau. (A) 
Western-blot des cellules MC38 WT après traitement au TBZ ± GSK2830371 pendant 4h après extraction 
du cytoplasme et du noyau ; (B) Western-blot des cellules MC38 Wip1 KO après traitement au TBZ ± 
GSK2830371 pendant 4h après extraction du cytoplasme et du noyau ; (C ) Western-blot des cellules 
MC38 PPM1B KO après traitement au TBZ ± GSK2830371 pendant 4h après extraction du cytoplasme et 
du noyau ; (D) Western-blot des cellules MC38 DKO après traitement au TBZ ± GSK2830371 pendant 4h 
après extraction du cytoplasme et du noyau. 
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3. Wip1 semble interagir avec RIPK3 au niveau du noyau 

Afin d’étudier une potentielle interaction entre les protéines responsables de la nécroptose et Wip1, 

des expériences permettant d’étudier les interactions entre protéines ont été réalisées. Tout d’abord, 

des expériences de co-immunoprécipitations de RIPK3 et MLKL ont été menées dans les cellules MC38 

(Figure 43).  

 

Figure 43 : La phosphatase Wip1 semble interagir avec la kinase RIPK3 et non avec la pseudokinase 
MLKL dans les cellules MC38. Les cellules sont traitées ou non pendant 4h avec TBZ. (A) Co -
immunoprécipitation de RIPK3 dans les cellules MC38 ; (B) Co-immunoprécipitation de MLKL dans les 
cellules MC38. 

Ainsi, ces premières expériences semblent indiquer une potentielle interaction entre les protéines 

RIPK3 et Wip1 qui semble être absente entre MLKL et Wip1. Expériences préliminaires, ces résultats 

ont été confirmés par la suite notamment en réalisant des optimisations pour que tous les contrôles 

dont les inputs soient corrects. Les expériences de co-immunoprécipitations ont donc été répétées 

dans les cellules HT-29 (Figure 44A), MC38 (Figure 44B) et L929 (Figure 44C). 

 

Figure 44 : La phosphatase Wip1 interagit avec la kinase RIPK3 dans diverses lignées cellulaires. Les 
cellules sont traitées ou non pendant 4h avec TBZ. (A) Co-immunoprécipitation de RIPK3 dans les cellules 
HT-29 ; (B) Co-immunoprécipitation de RIPK3 dans les cellules MC38 ; (C) Co-immunoprécipitation de 
RIPK3 dans les cellules L929. 

Ainsi, les expériences de co-immunoprécipitations montrent une potentielle interaction entre les 

protéines RIPK3 et Wip1 qui semblent être basale puisque l’ajout du traitement TBZ ne semble pas 

affecter l’interaction.  
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Pour confirmer la potentielle interaction entre la protéine Wip1 et la protéine RIPK3, des expériences 

de ligature de proximité Duolink appelées PLA ont été menées. Cette expérience permet d’étudier une 

proximité entre deux protéines espacées de maximum 40nm et est également intéressante puisqu’elle 

permet de localiser spatialement où se trouve l’interaction. Il est important dans ce type d’expérience 

sensible de posséder un contrôle négatif et positif permettant de valider les résultats obtenus. Pour 

cela, l’interaction RIPK3-Ig est utilisée comme contrôle négatif et l’interaction RIPK1-RIPK3 est utilisée 

comme contrôle positif. L’interaction RIPK1-RIPK3 est largement reconnue puisqu’il s’agit de la 

première interaction nécessaire à l’induction de la nécroptose. Par soucis techniques, les expériences 

ont seulement pu être réalisées seulement sur les cellules HT29 (Figure 45). 

 

Figure 45 : La phosphatase Wip1 interagit avec RIPK3 dans le noyau dans les cellules HT-29. Les cellules 
sont traitées ou non pendant 4h avec TBZ. (A) Proximity Ligation Assay entre les protéines Wip1 et RIPK3 
(x40) ; (B) Quantification du nombre de ligation par noyau (n=3). Les données sont représentées sous 
forme de moyenne ± SD, test One-way ANOVA avec comparaison multiple Kruskhal-Walli’s (*p < 0,05; 
**p < 0,01; ***p < 0,001, ****p < 0,0001). 

Tout d’abord, les contrôles positifs de cette expérience sont valides. En effet, il n’y a bien aucun point 

rouge synonyme d’interaction dans la condition RIPK3-Ig et un fort signal dans le contrôle positif RIPK1-

RIPK3. Comme décrit dans la littérature et notamment dans des expériences de PLA492,493, l’interaction 

RIPK1-RIPK3 se retrouve au niveau du cytoplasme. Concernant l’interaction Wip1-RIPK3, celle-ci se 

retrouve principalement dans le noyau et est indépendante d’une induction ou non du traitement TBZ 

(Figure 45). 

Les niveaux de Wip1 pouvant être difficiles à détecter notamment par la qualité des anticorps utilisés 

et le niveau d’expression basal de Wip1, des expériences où la protéine Wip1 est surexprimée 

transitoirement ont été réalisées. Pour cela, les cellules Hek293 pour leur facilité de transfection sont 

choisies. Comme ces cellules sont déficientes pour la protéine RIPK3255, elles ont donc été transfectées 



145 

 

avec deux plasmides : un pour surexprimé Wip1 et l’autre pour surexprimé RIPK3. Ainsi, les mêmes 

expériences de co-immunoprécipitation et PLA sont conduites (Figure 46). 

 

Figure 46 : Wip1 et RIPK3 interagissent dans le noyau lorsque ces protéines sont exprimées après 
transfection dans les cellules Hek293. Les cellules sont traitées ou non pendant 4h avec TBZ. (A) Co -
immunoprécipitation de RIPK3 dans les cellules Hek293 après transfection de Wip1 et RIPK3 (traitement 
TBZ pendant 4h) ; (B) Proximity Ligation Assay entre les protéines Wip1 et RIPK3 dans les cellules Hek293 
Hek293 après transfection de Wip1 et RIPK3 (traitement TBZ pendant 4h) (x20). 

Ces expériences sur ces cellules exprimant artificiellement Wip1 et RIPK3 confirment les résultats 

précédemment obtenus sur les cellules HT-29. En effet, les résultats de co-immunoprécipitation 

montrent bien que Wip1 interagit avec RIPK3 lorsque RIPK3 est immunoprécipité (Figure 46A). Au 

niveau de la PLA, toutes les cellules ne présentent pas de signaux car l’efficacité de transfection n’est 

pas de 100%. Ainsi, nous pouvons observer que l’interaction RIPK1-RIPK3 se situe toujours au niveau 

du cytoplasme et que l’interaction Wip1-RIPK3 se situe strictement dans le noyau (Figure 46B). Ces 

expériences de surexpression permettent d’obtenir un signal plus important que dans des cellules avec 

un niveau d’expression basale des protéines.  

Ainsi, ces expériences d’études d’interactions protéiques semblent illustrer que la phosphatase Wip1 

interagit avec la kinase RIPK3 dans le noyau.  
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Discussion 

Les PP2Cs, protéines régulatrices intervenant dans la nécroptose 

• La nécroptose est un évènement à la fois cytoplasmique et nucléaire 

Dans ce travail, nous avons pu obtenir les mêmes résultats préalablement observés dans la littérature 

à savoir que la nécroptose n’est pas uniquement cytoplasmique mais qu’elle peut également avoir lieu 

dans le noyau485–487. En effet, nous avons démontré que les protéines RIPK3 et MLKL à l’état basal se 

trouvent dans les deux compartiments et qu’en présence d’inducteurs de nécroptose les formes 

phosphorylées peuvent également avoir les deux localisations. Néanmoins, même si l’addition 

d’inhibiteurs d’export nucléaire permet l’accumulation de ces protéines dans le noyau cela ne change 

pas drastiquement la mort cellulaire totale. En outre, si le passage dans le noyau était indispensable à 

l’induction de la nécroptose alors bloquer l’export du noyau diminuerait ou bloquerait totalement la 

voie de signalisation. Or, ce n’est pas ce que nous observons car même en présence de LMB ou de 

Selinexor la nécroptose se produit toujours, à l’inverse de Vandenabeele et al qui ont montré que 

l’induction de la nécroptose couplée au LMB réduit la mort cellulaire.  Ainsi les résultats présentés dans 

ce travail et ceux de la littérature permettent d’affirmer qu’une partie de la nécroptose se déroule au 

sein du noyau mais son rôle reste encore incompris. Une récente étude en 2024 confirme encore que 

la nécroptose se déroule dans le noyau par l’intermédiaire de la prélamine A487. Dans cette étude les 

auteurs décrivent que les trois protéines à savoir RIPK1, RIPK3 et MLKL transloquent dans le noyau 

indiquant qu’il aurait peut-être été nécessaire de s’intéresser à la kinase RIPK1 dans nos études.   

• Wip1, une phosphatase régulant négativement la nécroptose par son interaction avec RIPK3  

L’utilisation de l’inhibiteur GSK2830371 ainsi que les expériences réalisées à l’aide des cellules 

déficientes pour Wip1 nous ont permis de déterminer que la phosphatase Wip1 joue un rôle dans 

l’induction de la nécroptose à la suite du traitement TBZ.  En effet, l’inhibition chimique ou génétique 

de Wip1 permet de potentialiser la mort induite par la combinaison de traitement TBZ et augmenter 

la phosphorylation des protéines RIPK3 et MLKL. Cette sensibilité à la nécroptose par l’absence de 

Wip1 semble s’expliquer par son interaction avec RIPK3. En effet, les expériences de co-

immunoprécipitation et de PLA ont permis de mettre en évidence que Wip1 et RIPK3 interagissent au 

niveau du noyau. Wip1 étant une phosphatase, celle-ci serait alors un régulateur négatif de la kinase 

RIPK3. Ainsi, lorsque Wip1 est présente ou surexprimée, cette phosphatase déphosphoryle RIPK3 dans 

le noyau l’empêchant alors de phosphoryler la pseudokinase MLKL induisant la nécroptose. 

Réciproquement, lorsque Wip1 est absente, la kinase RIPK3 est phosphorylée davantage pouvant à 

son tour phosphorylée MLKL et induire la nécroptose. 



147 

 

Pour corroborer ces résultats, en collaboration avec le NIH des études de déphosphorylation in vitro 

ont permis d’identifier la protéine RIPK3 comme un substrat potentiel de la phosphatase Wip1, au 

même titre qu’ATM par exemple. Ces résultats préliminaires apportent des preuves supplémentaires 

concernant l’interaction entre Wip1 et RIPK3 par action de déphosphorylation.  

• Participation de la phosphatase PPM1B dans la nécroptose 

En 2015, la phosphatase PPM1B a été décrite comme régulateur négatif de la nécroptose par son 

interaction avec la kinase RIPK3477. Afin d’éliminer la possibilité que l’effet que nous observions avec 

le GSK2830371 soit dû à un effet non spécifique comme l’inhibition de PPM1B, plusieurs lignées 

cellulaires à savoir les cellules humaines et murines de cancer colorectal HT-29 et MC38 

respectivement, ainsi que les fibroblastes murins L929 sont traités avec cet inhibiteur. De plus, pour 

vérifier le phénotype observé en 2015, des lignées PP1MB KO ont été créées.  

Alors, le traitement par le GSK2830371 induit bien l’inhibition de Wip1 et non celle de PPM1B (Figure 

36). Cependant, l’extraction du cytoplasme et du noyau révèlent que PPM1B peut être cytoplasmique 

et nucléaire dans les lignées cancéreuses HT-29 et MC38 à l’inverse des lignées L929 où celle-ci semble 

être seulement cytoplasmique. Ces données obtenues dans les cellules L929 sont cohérentes avec les 

travaux de 2015. Néanmoins, il semblerait que la phosphatase PPM1B peut également être cytosolique 

et nucléaire comme le montre la Figure 36 et certains travaux494,495.  Concernant la sensibilité des 

cellules à l’induction de la nécroptose par le traitement TBZ, l’absence de PPM1B dans les cellules 

MC38 n’induit aucune différence dans l’induction à la nécroptose et présente un phénotype identique 

à celui des cellules WT. Cela suggère alors que PPM1B ne régule pas cette voie. De plus, le phénotype 

des cellules MC38 DKO PPM1B/Wip1 présentent un phénotype similaire à celui des cellules Wip1 

renforçant cette hypothèse. Cependant, les expériences d’induction de nécroptose réalisées sur les 

cellules L929 PPM1B KO et Wip1 KO nuancent ces observations (Figure 47).  

 

Figure 47 : L’absence des phosphatases PPM1B et Wip1 potentialise l’induction de la nécroptose par le 
traitement TBZ dans les L929. (A) Suivie de la mort cellulaire par le traitement TBZ marquage 7 -AAD par 
Incucyte (n=3) ; (B) Western-blot des différentes lignées L929 déficientes pour les phosphatases Wip1 ou 
PPM1B ; (B). Les données sont représentées sous forme de moyenne ± SD, test Two-way ANOVA (*p < 
0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001, ****p < 0,0001).  
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Comme pour les cellules MC38, la délétion de Wip1 potentialise la mort induite par la combinaison 

TBZ comparément aux cellules WT. Par ailleurs, la délétion de PPM1B KO potentialise également la 

mort induite par le traitement TBZ comme dans les travaux de Chen et al477. Ainsi, nous reproduisons 

le phénotype observé dans les cellules L929 (Figure 47). Cette différence peut notamment s’expliquer 

par le fait que les cellules L929 ne sont pas des cellules cancéreuses à l’inverse des cellules MC38. De 

plus, nous pouvons également remarquer que l’effet du GSK2830371 semble moindre, en particulier 

dans les cellules L929 Wip1 KO. 

Enfin, après plusieurs tentatives et stratégies avec des expériences d’immunoprécipitation nous ne 

sommes pas en mesure d’affirmer que l’interaction RIPK3-PPM1B a lieu constitutivement. Comme 

l’indique la Figure 48, il semblerait que la protéine PPM1B interagit avec la protéine RIPK3 dans les 

cellules L929. Cependant, nous n’avons pas réussi à toujours reproduire ces résultats notamment dans 

d’autres lignées cellulaires. Cependant, en immunoprécipitant RIPK3, les cellules PPM1B KO 

présentent une fraction plus importante de protéine Wip1 liée à RIPK3. Ainsi, dans les cellules MC38 

PPM1B KO nous n’observons peut-être pas l’effet de l’absence de PPM1B car il y a beaucoup de 

protéine Wip1 interagissant avec RIPK3 régulant alors à la baisse la nécroptose.  

 

Figure 48 : Les phosphatases PP2Cs semblent interagir différemment avec la kinase RIPK3 selon le type 
cellulaire. 

Ainsi, il semblerait que la phosphatase PPM1B régule la nécroptose mais que ce mécanisme semble 

être dépendant du type cellulaire, cancéreux ou non. Les protéines de la famille des PP2C ayant une 

grande homologie, il serait également intéressant d’étudier les autres membres phosphatases de cette 

famille.  
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• L’inhibiteur GSK2830371 possède une autre cible que la phosphatase Wip1 

Les expériences de Western-blot après extraction du cytoplasme et du noyau permettent de confirmer 

que l’inhibiteur GSK2830371 fonctionne puisque l’on observe une disparition de Wip1 lorsque les 

cellules sont traitées (Figure 36). En revanche, il semblerait que cet inhibiteur possède un effet non 

spécifique puisque l’on observe toujours son effet lorsqu’il est couplé au traitement TBZ même dans 

les cellules MC38 déficientes pour Wip1. Les cellules DKO PPM1B/Wip1 présentent également le 

même profil permettant d’affirmer que le GSK2830371 n’agit pas sur PPM1B dans ces cellules. Pour 

vérifier le phénotype observé, des cellules de la moelle osseuse ont été extraites des souris WT et 

Wip1-/-. Ces cellules sont ensuite mises en culture et sont traitées avec TB ou TBZ en combinaison ou 

non avec le GSK2830371. Ainsi, nous pouvons observer en Figure 49 que même dans des cellules 

primaires nous observons toujours un effet de potentialisation de l’absence de Wip1 sur l’induction de 

la nécroptose, que celle-ci soit chimique ou génétique.  

 

Figure 49 : L’absence de Wip1 dans les cellules de souris Wip1 -/- potentialise l’induction à la 
nécroptose. Western-blot de cellules extraites de la moelle osseuse de souris WT et Wip1 -/- traitées par 
la combinaison TB, TB ± GSK2830371. 

 

En effet, les cellules primaires de souris WT traitées présentent le même profil que les lignées 

cellulaires. Dans les cellules issues de souris déficientes pour Wip1, nous pouvons observer qu’à la 

suite du traitement TBZ le niveau de pMLKL est supérieure à celui observé pour les cellules de souris 

WT. Cependant, lorsque les cellules sont traitées avec la combinaison TBZ + GSK2830371 nous 

observons toujours un effet sur la phosphorylation de MLKL même dans les cellules isolées à partir de 

souris Wip1 -/- (Figure 49). Ainsi, ces résultats obtenus sur les cellules isolées à partir d’animaux Wip1 

-/- ainsi que ceux obtenus avec les lignées cellulaire Wip1 KO indiquent que l’inhibiteur GSK2830371 

possède une autre cible cellulaire. 
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Immunogénicité de la nécroptose 

Comme décrit en introduction, la nécroptose représente l’une des morts cellulaires les plus 

immunogènes et induire cette mort représente une alternative thérapeutique afin de lever certaines 

résistances aux traitements anti-cancéreux. Cependant, comme la nécroptose induit également 

beaucoup d’inflammation elle peut également être décrite comme un processus pro-tumoral. Dans 

nos modèles d’études, les surnageants des cellules traitées par la combinaison TBZ ont été récupérés 

afin de vérifier si l’induction de la nécroptose était corrélée à un relargage de DAMPs. Ainsi, dans les 

cellules HT-29 et MC38 nous pouvons observer en Figure 50A-B que la combinaison TBZ permet le 

relargage de HSP70, pEIF2α et de HMGB1, molécules caractéristiques de DAMPs dans le surnageants 

lorsqu’elles celles-ci diminuent dans les cellules230. De plus, l’inhibition de Wip1 par le GSK2830371 

augmente le relargage de ces molécules ce qui est cohérent au fait que l’ajout de cet inhibiteur 

potentialise la nécroptose induite par la combinaison TBZ. Pour vérifier si la délétion de Wip1 qui 

potentialise l’induction à la nécroptose impacte également le relargage de DAMPs, les protéines 

relarguées dans le surnageant des cellules MC38 Wip1 KO ont été analysées. Ainsi, nous pouvons 

observer que l’absence de Wip1 augmente le relargage de DAMPs à la suite d’une induction au TBZ 

(Figure 50C). Ainsi, ces données apportent de nouvelles informations sur l’impact de l’absence de Wip1 

dans l’induction de la nécroptose. Les mêmes expériences ont été réalisées sur les cellules MC38 

PPM1B KO et présentent les mêmes résultats que les cellules WT, confirmant encore une fois que dans 

notre modèle d’étude l’absence de PPM1B n’a pas d’impact sur la nécroptose (Figure 50D).  
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Figure 50 : L’induction de la nécroptose permet le relargage de DAMPs et est modulée selon 
l’expression de Wip1. (A) Western-blot des cellules et surnageants des cellules HT-29 traitées par les 
combinaisons TB et TBZ ± GSK2830371 pendant 8h ; (B) Western -blot des cellules et surnageants des 
cellules MC38 WT traitées par les combinaisons TB et TBZ ± GSK2830371 pendant  4h ; (C) Western-blot 
des cellules et surnageants des cellules MC38 Wip1 KO traitées par les combinaisons TB et TBZ ± 
GSK2830371 pendant 4h ; (D) Western-blot des cellules et surnageants des cellules MC38 PPM1B KO 
traitées par les combinaisons TB et TBZ ± GSK2830371 pendant 4h.  

 

Pour vérifier si l’augmentation de relargage de DAMPs causée par l’absence de Wip1 joue un effet 

immunogène, il serait intéressant de réaliser des expériences de cocultures entre les cellules 

cancéreuses traitées au TBZ selon leur statut pour Wip1 ou combinées au GSK2830371, avec des 

cellules immunitaires effectrices tels que des lymphocytes ou encore des cellules myéloïdes. Ainsi, les 

gènes d’activation des cellules immunitaires et les cytokines relarguées pourraient être analysés pour 

vérifier le profil d’activation des cellules immunitaires exposées à des cellules cancéreuses en 

nécroptose. Les mêmes expériences pourraient également être réalisées simplement avec du 

surnageant de cellules tumorales contenant les DAMPs ajoutés aux cellules immunitaires. 
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Figure 51 : L’absence de la kinase RIPK3 induit une 
accélération de la croissance tumorale. Les cellules 
MC38 ont été injectées en sous-cutanée dans des 
souris C57Bl/6 et les tumeurs ont été mesurées 
tous les deux jours. 

Afin de vérifier l’immunogénicité associée à la 

nécroptose in vivo, les cellules MC38 RIPK3 KO ont 

été injectées en sous-cutanée dans des souris 

C57Bl/6 WT. L’absence de RIPK3 dans les cellules MC38 permet alors d’accélérer la croissance tumorale 

comparément aux cellules WT (Figure 51). Ces résultats préliminaires, puisque seulement réalisés avec 

deux souris par groupes, semblent indiquer que l’absence de RIPK3 a un effet négatif sur la croissance 

tumoral, comme l’indique les travaux cités en introduction260,289,290. Pour aller plus loin dans l’analyse, 

ces résultats doivent être répétés sur un plus grand groupe d’individus et l’analyse de l’infiltration 

immunitaire tumoral pourrait être étudié par immunophénotypage avec des expériences 

d’immunohistochimies et de cytométries. Ainsi, nous nous attendons que les souris injectées avec des 

cellules RIPK3 KO présentent une croissance tumorale plus rapide s’illustrant par une diminution de 

l’infiltrat immunitaire anti-tumoral. De plus, il serait intéressant d’ajouter à ces expériences de 

croissance tumorale l’injection de cellules déficientes pour Wip1 simplement ou doublement pour 

Wip1 et PPM1B. Ainsi, nous pourrions investiguer si l’absence de Wip1 ou de Wip1 et PPM1B 

influencent la croissance tumorale et si leurs absences modifient l’expression et la phosphorylation 

des protéines RIPK3 et MLKL. Des expériences mesurant l’infiltration immunitaire pourront être 

réalisées.  Ces expériences nous permettrait ainsi de déterminer si cibler les phosphatases PP2C et en 

particulier PPM1D serait une potentielle stratégie thérapeutique afin d’augmenter l’immunogénicité 

des tumeurs. En effet, nous pensons que la combinaison d’un inhibiteur de PPM1D et peut-être 

d’inhibiteurs de PP2C à spectre plus large rendra la mort cellulaire plus immunogène lors de 

chimiothérapies et immunothérapies actuelles. 
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Conclusion générale 

 

Figure 52 : Les phosphatases PPM1B et Wip1 sont capables de réguler la nécroptose au niveau du 
cytoplasme et du noyau. Dans le cytoplasme, la nécroptose est régulée négativement par la phosphatase 
PPM1B interagissant avec RIPK3. Lors de la nécroptose nucléaire, la phosphatase Wip1 régule 
négativement la nécroptose par son interaction avec la kinase RIPK3.  

Pour conclure, l’ensemble de ce travail indique une nouvelle fois que les phosphatases de la famille 

des PP2C jouent un rôle central dans la régulation des morts cellulaires dépendantes du TNF et plus 

particulièrement dans la nécroptose. Ainsi, la régulation de la nécroptose par les PP2C semblent être 

dépendants du type cellulaire, de type cancéreux ou non. Par son interaction avec la kinase RIPK3, la 

phosphatase Wip1 agit comme régulateur négatif de RIPK3 au niveau du noyau. Ainsi, l’absence par 

délétion génétique ou inhibition chimique de Wip1 permet de potentialiser l’induction de la 

nécroptose médiée par l’activation du TNFR1. Amplifiée dans de nombreux cancers et intervenant 

dans de multiples mécanismes liés aux mécanismes de tumorigenèse, l’inhibition de la phosphatase 

Wip1 a déjà été décrite comme stratégie thérapeutique prometteuse. Les résultats obtenus dans ce 

travail soutiennent cette idée en décrivant Wip1 comme régulateur négatif de la nécroptose, mort 

cellulaire hautement immunogène. L’induction de morts immunogènes est déjà décrite et utilisée 

comme stratégie thérapeutique afin de renforcer l’efficacité de traitements anti-cancéreux et pallier 

les phénomènes de résistances. Ainsi, inhiber Wip1 dans les cellules cancéreuses permettrait de 

sensibiliser les cellules à la nécroptose et ainsi augmenter l’efficacité de certaines thérapies anti-

cancéreuses. Des efforts doivent encore être fournis afin de développer des inhibiteurs spécifiques de 

PP2Cs et plus particulièrement de Wip1, afin de proposer des molécules utilisables en clinique dans le 

but d’améliorer les traitements anti-cancéreux actuels.  
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Rôle de la phosphatase Wip1 dans la nécroptose 

Mots clés : Wip1, Phosphatase, Nécroptose, Mort cellulaire, Cancer 

Indispensable à la signalisation cellulaire, la phosphorylation des protéines joue un rôle clef dans les 

voies de morts cellulaires et est largement décrite dans la littérature s’intéressant aux différentes 

kinases impliquées. A l’inverse, la déphosphorylation des protéines est moins étudiée mais les 

phosphatases jouent un rôle prédominant dans ces mécanismes de morts cellulaires. Nouvelle mort 

cellulaire programmée, la nécroptose se présente comme une mort cellulaire aux fortes propriétés 

immunogènes. L’induction de mort cellulaire immunogène peut être proposée comme stratégie 

thérapeutique afin d’améliorer les traitements anti-cancéreux existants et contourner les 

mécanismes de résistance. Surexprimée dans de nombreux cancers, la phosphatase PPM1D, 

également appelée Wip1, est décrite comme un régulateur majeur des voies de morts cellulaires 

comme l’apoptose, l’autophagie ou la sénescence. Ce travail s’intéresse alors au rôle de la 

phosphatase Wip1 dans la nécroptose. A l’aide de plusieurs modèles cellulaires de déficiences 

génétiques, nous proposons Wip1 comme un régulateur négatif de la nécroptose par son interaction 

avec la kinase RIPK3 dans le noyau. Enfin, l’inhibition de Wip1 est proposée comme une stratégie 

thérapeutique prometteuse afin d’augmenter l’induction de morts cellulaires immunogènes. 
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Phosphorylation of critical proteins in cell death pathways is well described in the literature, but 

mostly from the point of kinases. Dephosphorylation is usually studied much less, but phosphatases 

could prevent the execution of suicidal cell death programs. Necroptosis appears as a new type of 

programmed cell death knows for its immunogenic properties. Inducing immunogenic cell death 

could be proposed to improve cancer treatment and avoid multidrug resistance. Overexpressed in 

several cancers, the phosphatase PPM1D, also named Wip1, is described as central regulator of cell 

death pathways such as apoptosis, autophagy or senescence. This work investigates the role of the 

phosphatase Wip1 in the programmed necroptosis cell death. Using several genetically deficient cell 

line models, we propose Wip1 as a negative regulator of necroptosis through its interaction with 

the kinase RIPK3 into the nucleus. Finally, Wip1 inhibition is proposed as a promising therapeutic 

strategy in order to improve immunogenic cell death induction. 

 

 


