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liée au TNF) 

Ub : Ubiquitine 

VDACs : Voltage Dependent Anion Channels 

VHL : Von Hippel-Lindau E3 ligase 

XIAP : X-linked IAP 

ΔΨm : dépolarisation du potentiel mitochondrial transmembranaire 
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I)  Le Myélome Multiple 

a. Développement du Myélome Multiple et des Leucémies à Plasmocytes 

1. Origine des plasmocytes 
 
Les plasmocytes sont les cellules correspondant à la différenciation terminale de la lignée B, 

processus ordonné suivant des stades de maturation bien définis. Les cellules souches 

hématopoïétiques dans la moelle osseuse (MO) se développent en précurseurs très précoces 

des cellules B que l’on nomment cellules pro- puis pré-B. Ces cellules migrent dans le sang 

périphérique et sont considérées comme des cellules B immatures. Elles atteignent le centre 

germinatif des organes lymphoïdes périphériques, ou secondaires, et ces cellules B naïves 

peuvent être activées par des antigènes (Ags). Elles deviennent alors des cellules effectrices 

spécifiques qui finissent le processus de maturation. La différenciation des lymphocytes B 

aboutit à la génération de deux types cellulaires, les cellules B mémoires et les plasmocytes, 

sécréteurs d’anticorps (Acs), qui colonisent à nouveau la MO (Johnsen et al., 2014).  

 

Les plasmocytes permettent la production d’anticorps, ou immunoglobulines (Igs). Les Igs, 

composées de deux chaînes lourdes (IgG, IgA, IgD, IgE ou IgM) et deux chaînes légères 

(kappa ou lambda), permettent une grande diversité. Les Igs circulent dans le sang et 

permettent une réponse immunitaire humorale par la reconnaissance spécifique d’Ags à la 

surface des cellules ou des bactéries. L’acquisition d’anticorps de haute affinité nécessite 

divers processus de modifications génétiques des lymphocytes B qui peuvent aboutir à des 

erreurs (translocations, mutations…) et entraîner le développement d’hémopathies B (Nutt et 

al., 2015 ; Seifert et al., 2019). En effet, les cellules au stade pro-B présentent à leur surface 

des Igs constituées de deux régions : une région variable (V), permettant l’interaction avec 

l’Ag, et une région constante (C), qui assure les fonctions effectrices des Igs. Pour obtenir des 

Igs fonctionnelles, les cellules doivent établir des réarrangements des segments d'ADN qui 

codent pour les régions de la chaîne lourde (H). Pour permettre ces réarrangements, un 

processus de recombinaison des segments VH (variable), DH (diversité) et JH (jonction) sur 

le chromosome 14 se met en place. Cette recombinaison, nommée aussi commutation de 

classe ou « switch » de recombinaison des Igs, est médiée par les enzymes RAG 

(Recombination-Activating Genes). Elle permet de créer une diversité des Igs au sein du locus 

IgH (Nutt et al., 2015 ; Seifert et al., 2019).   

 

Les réarrangements des loci des chaines d’Igs permettent ainsi l’assemblage et l’expression 

des récepteurs des cellules B (BCR), et marque le stade des cellules B immatures. Ensuite, 

les cellules B peuvent passer de la MO à la périphérie et aux tissus lymphoïdes secondaires, 

où elles deviennent matures (Barwick et al., 2019a). Parallèlement, les marqueurs de surface 
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des cellules B sont exprimés de manière différentielle tout au long de la différenciation 

lymphocytaire B, où elles assurent et régulent la communication avec l'environnement 

extracellulaire et initient la signalisation des voies intracellulaires. Le marqueur de surface 

CD19 est spécifiquement exprimé sur toutes les cellules de la différenciation lymphocytaire B. 

Le CD38 est le marqueur spécifique exprimé à la surface des plasmocytes (Johnsen et al., 

2014).  

 
2. Développement et stratification de la maladie 

 

Le Myélome Multiple (MM) est une hémopathie maligne B hétérogène, caractérisée par 

l’envahissement de plasmocytes tumoraux dans la MO. Dans le cas d’un MM, un plasmocyte 

anormal se multiplie et sécrète une Ig monoclonale. Les plasmocytes tumoraux, qui ne 

produiront plus qu’un seul type d’Ig, ne pourront pas jouer leur rôle dans la réponse 

immunitaire humorale. Bien que l’origine de la transformation tumorale des plasmocytes ne 

soit pas clairement définie, elle serait liée à une erreur lors du réarrangement V(D)J et les 

plasmocytes seraient encore aptes à migrer vers la MO (Barwick et al., 2019a). Les cellules 

myélomateuses peuvent s’accumuler dans la MO et passent rarement dans le sang. Dans de 

rares cas, les cellules malignes se disséminent dans le sang, on parle alors d’une forme 

leucémique de la pathologie, les leucémies à plasmocytes (Gundesen et al., 2019).  

 
Le MM symptomatique est précédé de deux étapes dites « indolentes ou asymptomatiques » 

(Figure 1). Tout d’abord, l’étape pré-maligne asymptomatique de la gammapathie 

monoclonale de signification indéterminée (MGUS pour « Monoclonal Gammopathy of 

Undetermined Significance »)  (Landgren et al., 2009). Cette étape présente un faible 

pourcentage de cellules pré-malignes, inférieur à 10%, produisant une Ig monoclonale qui peut 

rester en dormance pendant plusieurs années, sans proliférer. Elle nécessite plusieurs 

facteurs pour contribuer à sa transformation maligne, comme par exemple une acquisition 

progressive d’altérations génétiques.  

 

Après cette étape, il existe une étape définie comme un stade de « transition » avant 

l’apparition d’un MM symptomatique, un myélome indolent (SMM pour « Smoldering Multiple 

Myeloma »). Cette étape, asymptomatique, est caractérisée par la présence d’un nombre plus 

important de plasmocytes anormaux, plus de 10% sécrétant une Ig monoclonale ou par un pic 

d’Ig monoclonal supérieur à 30g/L. Les patients présentant un SMM à haut risque ont un risque 

de 50% de progresser vers un MM dans les deux années suivant leur diagnostic (Mateos et 

al., 2020).  
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Après ces deux étapes pré-malignes, c’est l’apparition de symptômes, que l’on nomme critères 

« CRAB » qui conduiront au développement d’un MM symptomatique. Après traitement, un 

faible pourcentage de cellules tumorales peut aussi réussir à persister dans le corps. Cette 

condition est connue comme maladie résiduelle ou MRD (Minimal Residual Disease). Elle est 

difficilement détectable et mesurable. Il peut s’écouler plusieurs années avant qu’un patient 

rechute. Aujourd’hui, il existe des technologies permettant sa détection, comme le séquençage 

nouvelle génération et la cytométrie en flux de nouvelle génération qui sont des procédures 

validées et standardisées capables d'évaluer des seuils de sensibilité élevés, idéalement 10−6 

(Medina-Herrera et al., 2023). 

 

Malgré les progrès thérapeutiques considérables, la maladie rechute constamment. On parle 

alors de MM réfractaire ou en rechute (RRMM pour « Refractory or Relapsed Mutiple 

Myeloma ») (Rodriguez-Otero et al., 2021). 

Figure 1 - Les différentes étapes de l’évolution d’un Myélome Multiple 
 
Cette figure illustre l'évolution du myélome multiple (MM) à partir d'un état pré malin, la gammapathie 

monoclonale de signification indéterminée (MGUS), en passant par le myélome indolent (SMM), 

jusqu'au développement de la maladie (MM). Dans certains cas, suite au traitement, quelques cellules 

tumorales peuvent persister, on parle alors de maladie résiduelle (MRD). Dans d’autres cas, le patient 

peut soit rechuter de son traitement, soit en être réfractaire, c’est le stade RRMM. Adapté de Rodriguez-

Otero P et al, Cancer Treatment Reviews (2021). 

 

 

Les leucémies à plasmocytes ou Plasma Cell Leukemia (PCL), rare forme de la pathologie où 

les cellules se disséminent dans le sang, présentent des caractéristiques biologiques et 

cliniques distinctes par rapport au MM. C’est une forme rare de dyscrasie plasmocytaire. Cette 

pathologie est beaucoup plus rare que le MM et est associée à une faible survie des patients 
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(Ramsingh et al., 2009).  Il existe deux formes de PCL. La première est définie comme une 

leucémie à plasmocytes « primaire » (pPCL) lorsque la pathologie est détectée au moment du 

diagnostic. La seconde est définie comme une leucémie à plasmocytes « secondaire » (sPCL) 

lorsqu’elle survient chez les patients ayant rechuté d’un MM (Mina et al., 2017). Concernant 

le ratio que l’on peut avoir entre les deux formes, on retrouve environ 60 à 70% de pPCL contre 

30 à 40% de sPCL (Pagano et al., 2011).  

  
3. Épidémiologie  

 
Le MM est le deuxième cancer hématologique le plus fréquent derrière les lymphomes B, 

puisqu’il représente 2% de tous les cancers. Il est défini comme étant une pathologie du sujet 

âgé puisque l’âge médian au diagnostic est estimé entre 65 et 75 ans. Le stade MGUS 

représente 3% de la population de 50 ans et plus, et seulement 1% progressera chaque année 

vers un stade de MM (Kyle et al., 2018). En 2018, l’Observatoire mondial du cancer 

(GLOBOCAN) a recensé 160 000 cas de MM dans le monde, soit une estimation à  100 000 

nouveaux cas tous les ans (Padala et al., 2021). Padala et ses collaborateurs démontrent que 

la survenue d’un MM chez les hommes est 1,5 fois plus fréquente que chez les femmes. De 

plus, le MM serait 2 fois plus fréquent dans la population afro-américaine que dans les autres 

populations. 

 

La survie globale (pour Overall Survival « OS ») d’un patient est calculée à partir de l’entrée 

du patient dans une étude clinique, jusqu’à son décès. Dans les années 1960, l’OS des 

patients était estimée à 1-2 ans (Richardson et al., 2011). Avec l’apparition dans les années 

1990 de l’autogreffe et des nouveaux traitements, l’OS des patients est passée à 5 ans (Kumar 

et al., 2014). Aujourd’hui, l’espérance de vie des patients s’est nettement améliorée et on peut 

maintenant estimer l’OS des patients à presque 10 ans (Figure 2) (Puertas et al., 2023). Cela 

montre que les traitements s’améliorent au fil des années, et la survie des patients pourrait 

bien encore être améliorée, notamment avec les nouvelles immunothérapies (Moreau et al., 

2019). Malheureusement, même si la prise en charge et les traitements des patients 

s’améliorent au fil des années, le MM reste à ce jour une maladie incurable, avec environ 

100 000 décès par an dans le monde (Cowan et al., 2018), soit environ 1,1% de l’ensemble 

des décès dus à un cancer.  

 
La PCL est une maladie rare puisqu’elle représente entre 0,5 à 4% des patients diagnostiqués 

d’abord comme un MM (Musto et al., 2019). La survie des patients pour cette pathologie est 

médiocre. En effet, l’OS a été estimée à environ 12 mois pour les pPCL (Gonsalves et al., 

2014). En revanche, la survie des patients atteints de sPCL est bien plus faible, avec une OS 

estimée à moins de 6 mois (Tiedemann et al., 2008). Malgré l’apparition de nouvelles 
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thérapies et de l’autogreffe, une étude récente a montré que l’OS des patients atteints de pPCL 

et sPCL ne s’améliore presque pas, puisque sur 25 échantillons de pPCL et 19 de sPCL, l’OS 

atteint les 17 mois pour les pPCL et seulement 5 mois pour les sPCL (Figure 3) 

(Papadhimitriou et al., 2022).  

  

 

Figure 2 - Courbes de survie de patients atteints de Myélome Multiple ces 40 dernières années 

Adaptation des courbes de survie (en mois) de patients atteints de MM, allant de 1980 à 2020, d’après 

Puertas B et al, Cancers (2023). 

 

 

 
Figure 3 - Courbes de survie de patients atteints de Leucémies à Plasmocytes primaire ou 
secondaire 

Adaptation des courbes de survie (en mois) de patients atteints de leucémie à plasmocytes primaire 

(pPCL) ou de leucémie à plasmocytes secondaire (sPCL), d’après Papadhimitriou et al, Biomedicines 

(2022). 
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4. Signes cliniques et diagnostic de la pathologie 
 

Un des premiers signes cliniques observés de la pathologie, souvent découvert de manière 

fortuite, est l’apparition d’un pic de l’Ig monoclonale. Cette Ig est aussi appelée « protéine M ». 

La protéine M produite par les plasmocytes malins est une IgG chez environ 55% des patients 

et une IgA dans environ 20% des cas. Les myélomes à IgM et à IgD représentent environ 1% 

des cas chacun ; le myélome à IgD étant plus fréquent chez les patients d'origine asiatique. 

Le myélome à IgE est extrêmement rare. Pour quantifier cette protéine M, une électrophorèse 

des protéines mais aussi une immunoélectrophorèse sont réalisées sur un prélèvement de 

sérum et sur un prélèvement d'urine concentrée (Sive et al., 2021).  

 

Le stade MGUS est défini par un pourcentage de plasmocytes inférieur à 10%, un pic 

monoclonal d’Ig inférieur à 30g/L et l’absence de signes cliniques d’atteinte d’organe. A partir 

du stade SMM, la maladie se caractérise par la présence de plus de 10% de plasmocytes 

tumoraux dans la MO ou par un taux de protéine M dans le sérum supérieur ou égal à 30g/L 

(Rajkumar et al., 2014). Le MM symptomatique est défini par la présence de plus de 10% de 

plasmocytes. Ce qui va le différencier des stade MGUS et SMM, ce sont les caractérisations 

physiques de la maladie. On les définit par les critères « CRAB ». Le tout premier critère est 

l’hyperCalcémie, c’est-à-dire une augmentation anormale du taux de calcium dans le sang 

supérieur à 2.75mM. Ensuite, le MM est caractérisé par une insuffisance Rénale (clairance de 

la créatinine <40mL/min), puis une Anémie (<10g/dL, ou -2g/dL par rapport à la norme 

inférieure du laboratoire). Le dernier critère repose sur l’apparition de lésions osseuses 

ostéolytiques (lytic Bone lesions) (Rajkumar, 2022). 

 

En 2014, l’« International Myeloma Working Group » (IMWG) se réunit afin de revoir les 

critères de diagnostic du MM. Etant donné le caractère hétérogène de la pathologie, différents 

biomarqueurs sont nécessaires pour la diagnostiquer (Rajkumar et al., 2014). Ainsi, ce groupe 

inclut 3 nouveaux biomarqueurs : Un taux de plasmocytes monoclonaux dans la MO supérieur 

à 60 % par rapport au nombre de cellules totales. Le dosage des chaînes légères d'Igs κ et λ 

qui circulent sans être liées aux chaînes lourdes dans le sérum doit être supérieur ou égal à 

100mg/L. Enfin, plus d'une lésion focale doit être observée par Imagerie par Résonance 

Magnétique (IRM) (Rajkumar, 2022). 

 

Il a été établi en 1974 par Kyle et ses collaborateurs que le diagnostic de la PCL s’effectue par 

la présence de plus de 20% de plasmocytes tumoraux dans le sang périphérique 

correspondant à une numération absolue supérieure à 2×109/L (Kyle et al., 1974).  Plus 

récemment, un consensus a été établi par l’IMWG pour dire qu’au moins 5% de plasmocytes 
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tumoraux dans le sang périphérique étaient suffisants pour diagnostiquer une PCL 

(Fernández de Larrea et al., 2021). En effet, deux études récentes ont montré que les patients 

diagnostiqués avec une PCL par rapport à ≥ 20% de plasmocytes tumoraux étaient les mêmes 

patients que ceux identifiés par la présence de ≥ 5% de plasmocytes tumoraux. De plus, ils 

ont montré que la survie des patients avec moins de 5% de plasmocytes dans le sang est 

beaucoup plus importante que ceux supérieurs à 5% (Granell et al., 2017 ; Ravi et al., 2018).  

 

b. Anomalies cytogénétiques dans le Myélome Multiple  

Le MM est caractérisé par un spectre large d’anomalies génétiques, que l’on définit comme 

des évènements oncogéniques, ayant lieu pendant le développement d’un MM. L’utilisation 

de la technique de Fluorescence par Hybridation In Situ (FISH) a permis d’identifier ses 

évènements oncogéniques et de mieux comprendre la maladie. Cette technique est d’ailleurs 

maintenant utilisée en routine en clinique (Barwick et al., 2019a). 

 

1. Anomalies génétiques primaires 
  

Le MM se caractérise par une forte hétérogénéité moléculaire. Les translocations primaires du 

gène de la chaîne lourde de l'immunoglobuline (IgH), que l’on retrouve sur le chromosome 14, 

avec cinq partenaires chromosomiques récurrents (4p16, 6p21, 11q13, 16q23 et 20q11) 

(Fonseca et al., 2003) et l'hyperdiploïdie (typiquement avec des trisomies des chromosomes 

impairs 3, 5, 7, 9, 11, 15, 19 et 21) (Avet-Loiseau et al., 2009) sont des événements précoces 

et associés à l'initiation d'une prolifération limitée de plasmocytes clonaux vers le premier stade 

de la maladie, à savoir le MGUS.  

 

Un des évènements oncogénique primaire majeur est la dérégulation des cyclines D, la cycline 

D1, la cycline D2 et la cycline D3 codants pour les gènes CCND1, CCDN2 et CCDN3 

respectivement. Les cyclines sont des protéines essentielles dans la régulation du cycle 

cellulaire et de la transcription. Ainsi, les translocations t(11 ;14), t(12 ;14) et t(6 ;14) vont 

permettre la surexpression des gènes CCND1, CCND2 et CCDN3, respectivement. La 

translocation t(11;14) est la translocation récurrente la plus courante puisqu’elle est observée 

chez 15 à 20 % des patients atteints de MM et est actuellement classée comme un marqueur 

génétique de risque standard pour les patients nouvellement diagnostiqués. Certaines études 

récentes ont suggéré que la t(11;14) pourrait aussi être un marqueur de risque intermédiaire 

dans le MM (Kaufman et al., 2016).  La translocation t(12 ;14) représente environ 1% des 

patients atteints de MM et la t(6 ;14) jusqu’à 4%. Cette surexpression des cyclines a pour 

conséquence une dérégulation du cycle cellulaire et semble être un évènement précoce dans 

les tumeurs malignes plasmocytaires (Avet-Loiseau et al., 1998 ; Shaughnessy et al., 2001). 
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Cependant, il n’existe pas de corrélation directe entre la surexpression des cyclines D et l’index 

de prolifération cellulaire (Bergsagel et al., 2005). 

 

La translocation t(4 ;14) ou translocation IgH-MMSET est la seconde translocation récurrente 

la plus courante, représentant environ 15% des patients atteints de MM et est de mauvais 

pronostique. Cette translocation entraine une dérégulation de MMSET (aussi appelé WHSC1 

ou encore NSD2) mais aussi parfois de FGFR3 (Chesi et al., 1998b). MMSET est une histone 

3 lysine 36 (HEK36) méthyltransférase ; qui catalyse la di-méthylation de HEK36. Ceci entraine 

une accessibilité à la chromatine. Ainsi, sa surexpression dans le MM va entrainer une 

dérégulation d’expression de gènes (Popovic et al., 2014). FGFR3 est un gène responsable 

de la production de la protéine FGFR3, un récepteur à activité tyrosine kinase. Quand le 

récepteur est activé, il devient capable de lier et de phosphoryler des protéines effectrices 

déclenchant ainsi dans la cellule différentes cascades de signalisation, permettant notamment 

l’inhibition du développement osseux. De façon tout à fait surprenante, il a été montré que, 

parallèlement à son rôle inhibiteur dans le développement osseux, FGFR3 est un proto-

oncogène. La contribution réelle de FGFR3 à la pathogénie du MM n’est cependant pas 

clairement établie (Keats et al., 2003). 

 

Les translocations récurrentes primaires les moins courantes sont les t(14 ;16) et les t(14 ;20) 

qui induisent respectivement la surexpression des gènes MAF et MAFB. En effet, elles 

représentent entre 5 et 10% des patients (Chesi et al., 1998a ; Hanamura et al., 2001). MAF 

est un facteur de transcription qui peut induire l'expression de CCND2, ce qui entraîne une 

augmentation de l'adhésion aux cellules stromales de la MO (Hurt et al., 2004). En plus de la 

surexpression de MAF, la translocation perturbe l’expression de WWOX, un gène suppresseur 

de tumeur (Bednarek et al., 2001). La  t(14;16) n'a pas d'impact pronostique si elle est isolée  

mais en combinaison avec d’autres anomalies cytogénétiques, elle peut être considérée 

comme un facteur de haut risque dans le MM (Schavgoulidze et al., 2023). 

 

L'hyperdiploïdie est l'autre type d'événement génétique primaire fréquent dans les tumeurs 

plasmocytaires puisqu’il concerne la moitié des patients (Tableau 1). Ce groupe ne présente 

pas de translocation récurrente d’IgH, et les myélomes hyperdiploïdes ont tendance à avoir un 

meilleur pronostic (Avet-Loiseau et al., 2009 ; Barwick et al., 2019b ; Fonseca et al., 2003).  

L'hyperdiploïdie se caractérise par la présence d'une copie supplémentaire (trisomies) d'un ou 

plusieurs des chromosomes impairs 3, 5, 7, 9, 11, 15, 19 et 21. La base de la sélection non 

aléatoire des chromosomes impairs est à ce jour inconnue (Brigle and Rogers, 2017). 

Contrairement aux translocations récurrentes d'IgH, il est très difficile d'attribuer les effets 

oncogéniques de l'hyperdiploïdie à un ou plusieurs éléments causaux en raison de 
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l'aneuploïdie de nombreux chromosomes. Le bon pronostic du myélome hyperdiploïde et le 

faible nombre de modèles de lignées cellulaires suggèrent que l'hyperdiploïdie entraîne 

rarement une forme grave de la maladie comme une sPCL. L’hypothèse des chercheurs est 

que l'hyperdiploïdie se produit lors d'une prolifération rapide des centres germinatifs qui 

entraîne des erreurs de ségrégation chromosomique. Cependant, il n'est pas clair s'il s'agit 

d'un événement catastrophique ou une série d'erreurs séquentielles qui doivent se produire 

avant une excroissance clonale (Barwick et al., 2019a). 

 
Le tableau 1 ci-dessous résume les anomalies génétiques primaires du MM : 
 

Sous-type Gène/chromosomes 
affectés 

% de patients 
MM concernés 

Hyperdiploïdie 3, 5, 7, 9, 11, 15, 19, 21 50 
Translocation IgH   
t(11;14) (q13;q32) CCND1 (cyclin D1) 20 
t(6;14) (p21;q32) CCND3 (cyclin D3) 4 
t(4;14) (p16;q32) MMSET (ou NSD2) 15 
t(14;16) (q32;q23) MAF 5-10 
t(14;20) (q32;q11) MAFB <1 

Autres translocations IgH, autres 
anomalies cytogénétiques ou normaux 

 5 

 
Tableau 1 - Classification des anomalies génétiques primaires du Myélome Multiple 

Ce tableau est adapté de Kumar S et al., Blood (2012) et Rajkumar SV, Am J Hematol (2022). 

Les translocations récurrentes et l’hyperdiploïdie sont clonaux à tous les stades de la 

gammapathie, ce qui est cohérent avec le fait qu'il s'agit d'événements génétiques fondateurs. 

Malgré ces changements génomiques importants, presque tous les myélomes présentent de 

multiples événements génétiques au moment du diagnostic, ce qui suggère que des 

événements primaires initient le MGUS, mais ne sont pas suffisants pour provoquer une 

maladie symptomatique (Barwick et al., 2019a). 

2. Anomalies génétiques secondaires 
 
L'acquisition d'anomalies chromosomiques secondaires, telles que des délétions de parties de 

chromosomes ou des translocations chromosomiques secondaires, et de mutations impliquant 

des gènes individuels entraîne une progression par étapes du MGUS vers le MM 

symptomatique, et enfin, vers des formes agressives de MM, telles que la sPCL (van de Donk 

et al., 2012). Les évènements génétiques secondaires sont des facteurs aggravants de la 

pathologie puisque pour la plupart, ils seront considérés comme des facteurs de mauvais 

pronostic.   

 



 20 

La délétion 13q (ou Del(13q)) touche près de la moitié des patients atteints de MM (44%) et 

est très rarement retrouvée au stade MGUS (Avet-Loiseau et al., 2007). Avant considérée 

comme un marqueur de mauvais pronostic, l’utilisation d’inhibiteurs du protéasome a permis 

de le surmonter (Jagannath et al., 2007). La perte du bras du chromosome 13q contribue à 

la pathogénie du MM et est souvent mono-allélique. La Del(13q) va induire l’inactivation du 

gène RB1, gène suppresseur de tumeur régulant négativement le cycle cellulaire (Kuehl and 

Bergsagel, 2002). Cette délétion peut aussi conduire à la mutation du gène DIS3, impliqué 

dans la dégradation des ARN (Walker et al., 2018). 

 
Le gain du 1q (+1q) touche environ 40% des patients au diagnostic et 70% à la rechute et est 

associé à un mauvais pronostic (Fonseca et al., 2006 ; Gomez-Bougie et al., 2018). En effet, 

l’amplification de ce bras est associée à un mauvais pronostic, avec une signature génique 

dite à « haut risque » (Shaughnessy, 2005 ; Walker et al., 2019). Le gain du 1q décrit les 

patients avec seulement une copie supplémentaire de 1q (3 copies totales). Toutefois, certains 

patients peuvent avoir deux copies supplémentaires (4 copies au totales) ou plus, on parle 

alors d’une amplification du 1q ou amp(1q) (Schmidt et al., 2021). Parmi les gènes retrouvés 

sur le bras du chromosome 1q, on retrouve des oncogènes, comme CKS1B qui régule le cycle 

cellulaire. On retrouve aussi le gène codant pour la protéine MCL-1, protéine de la famille BCL-

2 essentielle à la survie cellulaire (Peperzak et al., 2013). Ainsi, la surexpression de MCL-1 

est très intéressante à cibler thérapeutiquement chez ses patients (Slomp et al., 2019).  

 

La délétion du chromosome 1p (ou Del(1p)) survient dans 30% des cas de MM et est aussi 

associée à un mauvais pronostic mais aussi à une OS plus faible (Schavgoulidze et al., 2023; 

Walker et al., 2010). La Del(1p) entraine notamment l’inactivation de FAM46C, gène 

suppresseur de tumeur, et conduit à la survie cellulaire (Zhu et al., 2017).  

 

La délétion 17p (ou Del(17p)) est retrouvée chez 7% de patients atteints de MM au diagnostic 

et est associée à un facteur de mauvais pronostic du fait de la perte du gène TP53, entrainant 

une instabilité génomique (Corre et al., 2021 ; Durand et al., 2023). On retrouve des 

mutations de ce gène suppresseur de tumeur dans 7% des cas de MM au diagnostic, qui peut 

passer à près de 75% chez les patients en rechute (Jovanović et al., 2019). 

 
D’autres délétions, moins étudiées dans le MM ont été identifiées. C’est le cas de la délétion 

6q qui est fréquente chez les patients et s'accompagne souvent de la t(4;14). Cependant, elle 

n’est pas un facteur pronostic pour le MM (Chen et al., 2021). De plus, la perte de la région 

chromosomique 8p21 est un facteur pronostic indépendant associé à une faible survie chez 

les patients atteints de MM recevant une autogreffe standard notamment dû au fait que ses 
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patients présentent une résistance au bortézomib (Duru et al., 2015). Les cas présentant une 

délétion 16q ou une t(14;16) présentent une expression significativement réduite de WWOX, 

un gène suppresseur de tumeur connu, impliqué dans l'apoptose et la délétion 16q confère un 

mauvais pronostic (Jenner et al., 2007). L'incidence de la délétion 14q et 11q ont aussi étaient 

identifiées dans le MM, avec 38% et 7% respectivement (Liebisch et al., 2005). 

 
En plus de toutes ces anomalies chromosomiques, on retrouve encore d’autres translocations. 

C’est le cas de myc, proto-oncogène essentiel dans la régulation de l’expression des gènes 

mais aussi dans la prolifération cellulaire. La surexpression de c-myc par la t(8;14) est 

retrouvée dans environ 20% des cas de MM, et est beaucoup plus fréquente chez les patients 

en rechute car elle serait impliquée dans la progression de la maladie (Shou et al., 2000).  

 

De plus, on trouve des mutations fréquentes dans le MM. C’est le cas des mutations de Ras. 

Les mutations KRAS et de NRAS représentent environ 40% des cas, avec une répartition 

équivalente pour chacune des mutations. La voie de signalisation de Ras est impliquée dans 

la survie et la prolifération cellulaire, et ses deux mutations peuvent aussi activer la voie de 

signalisation MAPK dans les lignées cellulaires humaines de MM (HMCLs) (Lin et al., 2019).  

 

Enfin, chez 20% des patients atteints de MM, on peut retrouver des mutations de gènes 

impliqués dans la voie NFΚB, entrainant une signalisation aberrante (Annunziata et al., 2007 

; Keats et al., 2007).  

 

Le tableau 2 ci-dessous résume les anomalies génétiques secondaires du MM et sa fréquence 

chez les patients au diagnostic : 

Délétion ou Amplification de bras 
chromosomique / Translocation 

Gène(s) affecté(s) Fréquence MM au 
diagnostic (%) 

Délétion 1p CDKN2C, FAF1, 

FAM46C 

30 

Délétion 6q  33 
Délétion 8p   25 

Délétion 13q  RB1, DIS3 44 
Délétion 11q BIRC2/BIRC3 7 
Délétion 14q TRAF3 38 
Délétion 16q WWOX, CYLD 35 
Délétion 17p TP53 7 

Amplification 1q MCL1, CKS1B, ILF2 30 
Translocation t(8;14) MYC 20 

 

Tableau 2 - Classification des anomalies génétiques secondaires du Myélome Multiple 

Ce tableau présente la fréquence des anomalies génétiques secondaires chez des patients au 

diagnostic. Adapté d’après Sonneveld et al Blood (2016). 
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Le séquençage de l’exome entier dans 33 HMCLs a mis en évidence des mutations et des 

défauts dans le cycle cellulaire, le gène TP53, les gènes impliqués dans la 

recombinaison/réparation de l’ADN, dans la voie NFκB ou encore des gènes impliqués dans 

la régulation épigénétique. Cela confirme l’hétérogénéité moléculaire qui peut exister dans le 

MM (Tessoulin et al., 2018).  

 
La grande hétérogénéité dans le MM est principalement due aux anomalies cytogénétiques. 

La définition actuelle du profil à haut risque est restrictive et trop simple. Pour adapter le 

traitement du MM au risque, les chercheurs ont mis en place des « scores » permettant de 

définir une classification cytogénétique à haut risque. En 2014, le système international révisé 

de stadification (R-ISS) a été introduit pour développer un système pronostique robuste sur la 

base de biomarqueurs largement disponibles, et est désormais considéré comme un modèle 

standard de stratification du risque pour les patients atteints de MM (D’Agostino et al., 2022). 

Il a été défini que les patients présentant une del(17p), une t(4;14), ou une t(14;16) sont à haut 

risque (Perrot et al., 2019). De plus, les patients présentant un gain 1q ou une amplification 

1q, sont aussi associés à un haut risque. Pour mon projet de thèse, nous allons utiliser 

différentes HMCLs ainsi que des échantillons primaires de patients atteints de MM afin de se 

rapprocher au mieux de cette hétérogénéité et de pouvoir comprendre et cibler les 

mécanismes mis en place lors de la résistance aux traitements. 

 
c. Thérapies actuelles et résistances aux traitements dans le Myélome Multiple 

 
La survie des patients atteints de MM a considérablement augmenté ces 15-20 dernières 

années (Kumar et al., 2012). Ceci peut être expliqué grâce au développement de plusieurs 

classes thérapeutiques, comme les immunomodulateurs (IMiDs), les inhibiteurs du 

protéasome (PI) ou encore les immunothérapies, comme les cellules « CAR-T ».  

 
1. Les traitements utilisés pour la thérapie du Myélome Multiple 

 
La chimiothérapie conventionnelle dans le MM repose principalement sur l’utilisation d’agents 

alkylants, tels que le melphalan, la bendamustine ou encore la cyclophosphamide (Costa et 

al., 2023). Les agents alkylants forment des liaisons covalentes avec l'ADN, entravant ainsi la 

réplication et la transcription, ce qui déclenche l’apoptose. En combinaison avec la 

chimiothérapie, on retrouve aussi des molécules appartenant à la famille des corticostéroïdes, 

comme la dexaméthasone et la prednisone (Kumar et al., 2017). Ces molécules ont un effet 

anti-inflammatoire.  
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C’est grâce à l’arrivée de nouvelles molécules, telles que les PI ou encore les IMiDs que des 

effets bien supérieurs ont pu être observés lors du traitement des patients. En effet, ces 

thérapies ciblées ont permis une nette amélioration de l’OS des patients (Kumar et al., 2014).  

Parmi les IMiDs, on retrouve le thalidomide, le lénalidomide (revlimid®) ou encore le 

pomalidomide (Rajkumar et al., 2005 ; Richardson et al., 2006 ; Shah et al., 2015 ; Singhal 

et al., 1999). Les IMiDs se lient à la protéine cereblon, activant son activité E3 ligase, pour 

permettre l’ubiquitination d’Ikaros et Aiolos, facteurs de transcription spécifiques des cellules 

B. Les IMiDs peuvent aussi induire des dommages à l’ADN, et avoir une activité anti-

inflammatoire (Ito et al., 2010 ; Lu et al., 2014 ; Parman et al., 1999).  

 

Pour les PI, on retrouve le bortézomib (velcade®), le carfilzomib ou encore l’ixazomib (Gutman 

et al., 2009 ; Rajkumar et al., 2005b ; Richardson et al., 2005). Les PI vont donc inhiber le 

protéasome, qui est le principal régulateur de la dégradation des protéines intracellulaires. Les 

PI inhibent la dégradation des protéines qui jouent un rôle critique dans la régulation de la 

prolifération et de la survie des cellules. Les cellules tumorales sont ainsi bloquées dans le 

cycle cellulaire. La perturbation de ces voies dérégule également les molécules de 

signalisation essentielles aux interactions entre les cellules myélomateuses et le 

microenvironnement de la MO, ce qui conduit finalement à l'inhibition de la croissance et à 

l'apoptose (Richardson et al., 2006b). 

 

Enfin, les immunothérapies ont aussi permis d’améliorer ses traitements une nouvelle fois de 

manière significative. Parmi ces immunothérapies, on peut distinguer 4 groupes : les Acs 

monoclonaux, les Acs bispécifiques, les Acs conjugués et les cellules CAR-T. Un Ac 

monoclonal reconnaît spécifiquement un Ag à la surface de la cellule cancéreuse pour 

permettre son élimination par les cellules immunitaires. Parmi les Acs monoclonaux dans le 

traitement du MM, on retrouve l’elotuzumab ciblant SLAMF7 puis le daratumumab et 

l’isatuximab qui ciblent spécifiquement le CD38 (Lokhorst et al., 2015 ; Lonial et al., 2015 ; 

Martin et al., 2017).  

 

Un Ac bispécifique quant à lui cible à la fois la cellule tumorale et un lymphocyte T pour les 

rapprocher et favoriser une réponse immunitaire. Pour les Acs bispécifiques dans le traitement 

du MM, on retrouve le teclistamab et l’elranatamab, qui ciblent l’Antigène de Maturation des 

Lymphocytes B (BCMA) des plasmocytes tumoraux et le CD3 des lymphocytes T normaux 

(Lesokhin et al., 2023 ; Moreau et al., 2022). Il existe un autre Ac bispécifique, le 

talquetamab. Il cible un autre récepteur à la surface des plasmocytes tumoraux, le GPRC5D 

(récepteur couplé aux protéines G, de la famille C, groupe 5, membre D) et cible toujours le 

CD3 des lymphocytes T (Chari et al., 2022).  
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Un Ac conjugué contient un agent cytotoxique avec une cible spécifique que l’on retrouve à la 

surface du plasmocyte tumoral. Ainsi, l’Ac conjugué que l’on retrouve pour le traitement du 

MM est le belantamab mafodotin. C’est un Ac ciblant le BCMA couplé à un agent perturbateur 

des microtubules, le maléimidocaproyl monométhyl auristatine F (Lonial et al., 2020).  

 

Enfin, la technologie « CAR-T cells » consiste à prélever des lymphocytes T du patient afin de 

les modifier génétiquement en laboratoire pour obtenir des lymphocytes munis de récepteurs 

antigéniques chimériques « CAR » pour les réinjecter au patient. Les cellules CAR-T sont 

modifiées de sorte à reconnaître le BCMA des plasmocytes anormaux dans le cadre du MM. 

Actuellement, l’idecabtagene vicleucel (Ide-cel) et le ciltacabtagene autoleucel (Cilta-cel) sont 

approuvés par la FDA (Food and Drug Administration) pour le traitement des patients atteints 

de MM en rechute (Berdeja et al., 2021 ; Munshi et al., 2021 ; Rodriguez-Otero et al., 2023).  

 

2. Le traitement des patients en première ligne 
 
Le traitement des patients atteints de MM repose maintenant sur plusieurs choix. Pour recevoir 

un traitement particulier, notamment une autogreffe, les patients doivent répondre à certains 

critères d’éligibilité, résumés dans la revue de Rajkumar en 2022 (Rajkumar, 2022). 

 
2.1 Le traitement des patients éligibles à t’autogreffe 
 

Le traitement des patients éligibles à l’autogreffe comprend 4 étapes (Dimopoulos et al., 

2021).  Premièrement, avant récupération des cellules souches pour l’autogreffe, le patient 

reçoit 3 ou 4 cycles de thérapie. Cette thérapie est dite « d’induction ». De manière standard, 

une administration de bortézomib, lénalidomide et dexaméthasone (VRd) est effectuée (Durie 

et al., 2017). L’ajout de daratumumab avec la combinaison VRD (DVRd) montre une réelle 

efficacité et améliore la survie sans progression (SSP) des patients (Sonneveld et al., 2024). 

De plus, l'ajout de daratumumab à la combinaison bortézomib/thalidomide/dexaméthasone 

(DaraVTD) dans le cadre du traitement initial semble améliorer les résultats (Abdallah and 

Kumar, 2019). 

 

Par la suite, le patient reçoit l’autogreffe. La Transplantation de Cellules Souches Autologues 

(ASCT pour « Autologous Stem Cell Transplantation ») de sang périphérique ne peut pas être 

envisagée chez tous les patients. En effet, ils doivent avoir des fonctions rénales, pulmonaires, 

cardiaques et hépatiques satisfaisantes. Des essais cliniques récents ont démontré une SSP 

plus longue, mais aucune amélioration de l’OS lorsque les patients subissent une ASCT lors 

du traitement initial (Attal et al., 2017 ; Richardson et al., 2022).  
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Enfin, il est recommandé un traitement de maintenance par lénalidomide jusqu’à progression. 

Il a été montré que ce traitement par lénalidomide améliore la SSP mais aussi l’OS (McCarthy 

et al., 2012; Palumbo et al., 2014) (Figure 4). 

 
2.2 Le traitement des patients non éligibles à l’autogreffe 

 
Les patients qui ne sont pas éligibles à l’ASCT sont souvent les patients très âgés ou les 

patients présentant des comorbidités. On leur propose alors les mêmes traitements que les 

patients éligibles à l’ASCT, à savoir la combinaison VRd ou DRd. Chez certains patients, 

l’ixazomib peut être administré à la place du bortézomib (Facon et al., 2021).  Plus récemment, 

la combinaison VRd avec l’isatuximab a montré une réelle efficacité chez ses patients non 

éligibles à l’autogreffe et a été récemment approuvé par la FDA (Facon et al., 2024). Enfin, la 

combinaison bortézomib/melphalan/prednisone (VMP) peut aussi être utilisée chez ses 

patients (Dimopoulos et al., 2021) (Figure 5).  Le lénalidomide a aussi montré son efficacité 

chez les patients non éligibles à l’ASCT comme traitement de maintenance, et la combinaison 

bortézomib + lénalidomide est aussi efficace chez les patients considérés à haut risque 

(Benboubker et al., 2014 ; Dimopoulos et al., 2021).  

 

 

Figure 4 - Traitements des patients éligibles à l’autogreffe 
 
Résumé des traitements administrés pour les patients éligibles à l’ASCT. Adapté de Dimopoulos et al, 

Annals of Oncology (2021).  
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Figure 5 - Traitement des patients non éligibles à l’autogreffe 
 
Résumé des traitements administrés pour les patients non éligibles à l’ASCT. Adapté de Dimopoulos 

et al, Annals of Oncology (2021). 

 
 

3. Le traitement des patients en rechute ou réfractaires  
 
Le traitement des patients en rechute est plus complexe, car selon l’agressivité de la rechute, 

le temps que le patient aura mis a rechuté et s’il devient résistant à certaines thérapies, 

différentes options pourront être envisagées. En général, il y a deux types de rechute, les 

patients réfractaires au lénalidomide, et les patients non réfractaires au lénalidomide. Puis 

pour chaque cas, les patients réfractaires ou non au daratumumab. 

 
Parmi les traitements possibles pour ses patients, on retrouvera toujours du bortézomib (V), 

daratumumab (D), lénalidomide (R) carfilzomib (K), pomalidomide (P), elotuzumab (E), 

ixazomib (I), isatuximab (isa), dexaméthasone (d) ou encore de la doxorubicine ou du 

teclistamab (Moreau et al., 2022). Pour ce faire, de nombreux essais cliniques sont en cours 

pour évaluer l’efficacité de ces thérapies et la combinaison de certaines, comme la 

combinaison DRd, KRd (Dimopoulos et al., 2020, 2017 ; Siegel et al., 2018 ; Stewart et al., 

2015), DVd (Palumbo et al., 2016), ERd (Lonial et al., 2015), IRd (Moreau et al., 2016), DPd, 

KPd  isa-Pd ou encore isa-KPd (Attal et al., 2019 ; Moreau et al., 2021). 

 

De plus, l’utilisation de BH3-mimétiques ciblant les protéines anti-apoptotiques de la famille 

BCL-2, tels que le vénétoclax, ciblant BCL-2, a montré une efficacité, notamment chez les 

patients avec une t(11 ;14) (Touzeau et al., 2014). Il n’a pas encore été approuvé pour le 
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traitement du MM mais est commercialisé, il pourrait donc représenter une bonne option 

thérapeutique pour les patients en rechute.  

 
Enfin, les CAR-T cells semblent être une thérapie très prometteuse chez les patients en 

rechute. En effet, une étude sur l’ide-cel a montré que sur 128 patients à la rechute, ce 

traitement a permis un taux de réponse à 73% (Munshi et al., 2021). Pour le cilta-cel, sur 97 

patients, la réponse globale est de 97% avec 67% des patients ayant une réponse complète 

(Berdeja et al., 2021). 

 
Toutes les possibilités de combinaisons en cours d’essai clinique sont résumées dans la figure 

ci-dessous adaptée du papier de Rajkumar (2022), et ces mises à jour sur le traitement du MM 

(Figure 6).  

 

 
 
Figure 6 - Traitements des patients à la rechute ou réfractaires 
  
Résumé des traitements administrés pour les patients en rechute ou réfractaires. Adapté de Rajkumar 

SV, Am J Hematol (2022). 
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4. Le traitement des leucémies à plasmocytes 
 
Comme il s'agit d'une maladie rare, les essais spécifiquement axés sur le traitement de la 

PCL, primaire ou secondaire, ont été rares, et les nombreux essais cliniques existants pour le 

MM ont toujours exclus les patients atteints de PCL (Gowin et al., 2021). 

 
Concernant la pPCL, les recommandations thérapeutiques sont assez similaires à celles du 

MM. Généralement, la pPCL nécessite un traitement intensif rapide afin de réduire la mortalité 

précoce et les complications liées à la maladie. Le traitement de ses patients repose sur les 

mêmes traitements donnés pour les patients atteints de MM, avec l’utilisation des PI, IMiDs, 

ou encore de la dexaméthasone. Pour les patients éligibles à une transplantation, il est 

recommandé de recourir à une ASCT suivie d'un traitement de maintenance, notamment avec 

le lénalidomide, comme pour le MM (Jung and Lee, 2022). 

 
Concernant la sPCL, il n’existe pas de thérapie complètement définie, mais sa prise en charge 

reflète la prise en charge générale du MM en rechute/réfractaire, à la différence qu'aucune 

thérapie n'apporte généralement un bénéfice clinique durable. Une étude a démontré dans 

une cohorte de patients de MM que certains patients peuvent bénéficier d’un traitement avec 

un PI tel que le bortézomib, en combinaison avec une ASCT, et permettent 60% de taux de 

réponse. Hélas, le taux de survie à un an est de 19% seulement (Katodritou et al., 2014).  

Dans l'ensemble, les données publiées à ce jour montrent qu'il existe peu d'options 

thérapeutiques pour les sPCL permettant d'obtenir des rémissions durables (Gowin et al., 

2021). 

Récemment, l'activité clinique du vénétoclax a été rapportée à la fois dans la pPCL 

(Nalghranyan et al., 2020) que dans la sPCL, et les résultats sont encourageants (Kupsh et 

al., 2020).  En effet, les patients atteints de pPCL ont pour 60% des cas une translocation 

t(11 ;14). Étant donné que le vénétoclax a été présenté par l’équipe et d’autres comme ayant 

une très bonne efficacité chez les patients présentant cette translocation, les résultats sont 

très encourageants concernant ce groupe (Nalghranyan et al., 2020).  

Cibler la famille BCL-2 semble donc être une opportunité thérapeutique à saisir dans le 

traitement de cette pathologie mais aussi dans le traitement du MM. En effet, l’équipe 

s’intéresse à comprendre les mécanismes de résistances mis en place et comment peut-on 

cibler ces molécules dans le MM et les PCL pour que les patients puissent en bénéficier. 

L’équipe s’intéresse aussi à d’autres facteurs de résistances, notamment la ou les mutations, 

voir la perte du gène suppresseur de tumeur TP53 (Durand et al., 2023). 
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II) L’apoptose et la famille BCL-2  

a. Généralités et découverte de l’apoptose 

A ce jour, il existe plusieurs formes de mort cellulaire : l’apoptose, la nécrose, l’autophagie, la 

pyroptose, la ferroptose ou encore la nécroptose. Le Comité de la Nomenclature sur la mort 

cellulaire de 2018 a abordé les défis à relever dans l'utilisation d'une nomenclature purement 

morphologique pour caractériser précisément les différents types de morts cellulaires qui sont 

aujourd'hui reconnus. Ainsi, le comité a proposé leur classification sur des critères génétiques, 

biochimiques, pharmacologiques et fonctionnels (Galluzzi et al., 2018).  

L’apoptose est un processus physiologique qui est essentiel lors du développement normal 

d’un individu. C’est un processus vital et dynamique permettant le maintien de l'homéostasie 

tissulaire en éliminant les cellules non nécessaires ou endommagées (Kashyap et al., 2021). 

La nécrose quant à elle est décrite comme une mort accidentelle non physiologique en 

réponse à des stimuli physiques et chimiques sévères, comme des forces osmotiques élevées 

ou encore des variations de pH extrêmes (Galluzzi et al., 2018).  

La toute première mention du terme « apoptose » vient des chercheurs Kerr, Wyllie et Currie 

en 1972. Ce terme vient du grec : apo, signifiant « au loin » et ptosis, signifiant « chute ». 

Leurs travaux mentionnent ainsi un type de mort cellulaire silencieuse qui évoque la chute des 

feuilles en automne, ou encore la chute des fruits de l’arbre lorsqu’ils sont mûrs (Kerr et al., 

1972).  Ainsi, ils décrivent cette mort comme une mort morphologiquement distincte de la 

nécrose. Par la suite, d’autres termes seront utilisés pour définir l’apoptose, comme « mort 

cellulaire programmée » ou encore « suicide cellulaire » (Alles et al., 1991 ; Eastman, 1993). 

L’apoptose est un processus très conservé au cours du temps et de l’évolution. Les toutes 

premières études de ce processus ont été réalisées chez le nématode Caenorhabditis Elegans 

(nommé aussi C elegans) (Horvitz, 1999). Les travaux remarquables d’Horvitz, Brenner et 

Suston sur C elegans ont d’ailleurs menés à un Prix Nobel de Médecine en 2002 pour la 

compréhension des mécanismes de mort cellulaire dans ce modèle (Bruce, 2002). Depuis, de 

nombreuses études ont montré le mode de régulation des gènes impliqués dans l’apoptose 

chez l’Homme (Yarychkivska et al., 2024).  

Weinberg et Hanahan ont démontré qu’une des caractéristiques du cancer parmi les 6 

« Hallmarks of Cancer » est l’échappement à l’apoptose qui va en faveur de la survie des 

cellules cancéreuses (Hanahan, 2022 ; Hanahan and Weinberg, 2000). 
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b. La mitochondrie  

La mitochondrie est un organite que l’on retrouve au sein des cellules eucaryotes. La 

mitochondrie est décrite dans les années 1960 par Peter Mitchell comme étant la « centrale 

énergétique » de la cellule. Ses travaux lui auront d’ailleurs permis de remporter le prix Nobel 

de Chimie en 1978 (Wojtczak, 1979). 

La mitochondrie est constituée tout d’abord d’une membrane externe, que l’on nomme 

membrane externe mitochondriale ou « MOM » (Mitochondrial Outer Membrane). Cette 

membrane permet le passage de nombreuses molécules du cytosol vers la mitochondrie. Ceci 

est en majeur partie dû aux protéines Voltage-Dependent Anion Channels (VDACs) et aux 

protéines Transporter Outer Membrane (TOM). On y retrouve par la suite une membrane 

interne, que l’on nomme membrane interne mitochondriale ou « MIM » (Mitochondrial Inner 

Membrane). Cette MIM permet de faire rentrer les molécules à l’intérieur de la mitochondrie, 

où l’on retrouve la matrice mitochondriale. Dans cette matrice mitochondriale, on retrouve 

notamment l’ADN mitochondrial (mtADN) (Mannella, 2006).  Enfin, entre la MOM et la MIM, 

on retrouve un espace que l’on nomme espace intermembranaire, ou « IMS » (InterMembrane 

Space). 

La mitochondrie a plusieurs rôles au sein de la cellule. La fonction première des mitochondries 

est de fournir de l'énergie. Pour se faire, on retrouve au sein de la mitochondrie la chaîne 

respiratoire, constituée de 5 complexes, qui permettent la production d’ATP (Vercellino and 

Sazanov, 2022).  Au cours du processus de production d'énergie, les mitochondries intègrent 

plusieurs voies métaboliques, notamment le cycle TCA (cycle des acides tricarboxyliques), 

l’oxydation des acides gras, l'oxydation des acides aminés (aa) ou encore l'OXPHOS 

(phosphorylation oxydative) (Jin et al., 2022 ; Martínez-Reyes and Chandel, 2020). 

La mitochondrie joue un rôle central dans l'exécution de l'apoptose. En effet, cette véritable 

centrale intracellulaire contient dans son IMS plusieurs protéines cytotoxiques dont Omi, 

SMAC/Diablo et le cytochrome c. À la suite d'un stress cellulaire et de l'induction de l'apoptose, 

la MOM est perméabilisée, ce qui entraîne leur libération dans le cytosol et l'activation 

subséquente de protéases à cystéine-aspartique, appelées caspases. Cette perméabilisation 

de la membrane mitochondriale externe (MOMP) est étroitement contrôlée par les protéines 

de la famille BCL-2 (Morris et al., 2021).  
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c. Les deux voies de l’apoptose 

1. 2 voies majeures 

L’apoptose est un programme étroitement contrôlé et finement régulé, représentant un 

équilibre délicat entre la survie et la mort des cellules. Il existe deux grandes voies 

apoptotiques, qui aboutissent toutes deux à la mort cellulaire. La voie extrinsèque ou « 

récepteur de mort » est médiée par l’activation des récepteurs transmembranaires localisés à 

la surface des cellules par des stimuli pro-apoptotiques externes à la cellule, tandis que la voie 

intrinsèque ou mitochondriale, comme son nom l'indique, est activée par des signaux 

endogènes ou exogènes (Knight et al., 2019). Les deux voies sont morphologiquement 

indiscernables mais présentent des voies de signalisation  d'activation différentes (Lossi, 

2022). Elles aboutissent toutes deux à l'activation des caspases, qui jouent un rôle 

fondamental dans l'apoptose.  

Les caspases sont des protéases à cystéines qui jouent un rôle primordial dans l’exécution de 

l’apoptose en clivant les protéines cibles qui maintiennent l’intégrité de la cellule (Yuan and 

Ofengeim, 2024). Ces protéases possèdent un site catalytique. Dans leur forme inactive (où 

on les appelle procaspase ou zymogène), les caspases sont constituées d’un prodomaine, 

d’une grande sous-unité portant le site catalytique et d’une petite sous-unité. Il existe deux 

types de caspases : les caspases initiatrices (caspases 2, 8, 9, 10) et les caspases effectrices 

ou exécutrices (caspases 3, 6, 7). Les caspases initiatrices sont les premières à être activées 

lors de l’apoptose (Donepudi and Grütter, 2002). L’activation des caspases 

initiatrices nécessite une dimérisation de certaines de leurs domaines et leur auto-clivage au 

niveau du prodomaine et entre les grandes et petites sous-unités. Les caspases effectrices 

quant à elles possèdent un prodomaine plus court leur permettant d’être recrutées et de 

s’oligomériser en dimère comme les caspases initiatrices. Les caspases effectrices vont être 

activées par clivage par une caspase initiatrice active. L’activation des caspases se fait en 

cascade. Cette activation permet une amplification du signal initial. Le clivage de ces 

différentes protéines substrats est à l’origine de la plupart des évènements morphologiques et 

biochimiques de l’apoptose, notamment la fragmentation de l’ADN (Lossi, 2022). 

2. L’apoptose extrinsèque 

L’apoptose extrinsèque est une mort cellulaire causée par des stimuli extérieurs à la cellule, 

comme des perturbations du microenvironnement cellulaire, par exemple par des cellules du 

système immunitaire comme les lymphocytes T. Ses perturbations peuvent activer des 

récepteurs que l’on retrouve à la membrane plasmique des cellules (Galluzzi and Vitale, 

2018). 
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Ces récepteurs impliqués dans l’apoptose appartiennent à la super famille des récepteurs de 

mort que l’on appelle Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily (TNFRSF). Ces récepteurs 

contiennent un domaine de mort (cytoplasmique), mais ont aussi la capacité de se lier aux 

ligands spécifiques par un domaine extracellulaire enrichi en cystéine, qui transmettra in fine 

le signal de mort de l’extérieur vers l’intérieur de la cellule (Papenfuss et al., 2008). Pami ces 

récepteurs, on retrouve les récepteurs Fas (FasR), les récepteurs du TNF (TNFR), les 

récepteurs du ligand induisant l’apoptose liée au TNF (TRAIL-R) avec TRAIL-R1 (DR4) et 

TRAIL-R2 (DR5) notamment. On retrouve aussi le récepteur TNFRSF25 (Bridgham et al., 

2003 ; Thomas et al., 2002 ; von Karstedt et al., 2017 ; Wajant, 2002 ; Zhou et al., 2017).  

Chaque récepteur à son ligand spécifique. Pour le FasR, son ligand est le CD95, pour les TNF-

R, c’est le TNF-α, et pour les TRAIL-R1 et R2 (ou DR4 et DR5), c’est le ligand Apo2L. 

Ainsi, il existe deux voies différentes dans l’apoptose extrinsèque. Dans la mort de type I, les 

récepteurs interagissent avec leurs ligands spécifiques à la surface des cellules, recrutent les 

protéines adaptatrices Fas-associated protein with death domain (FADD), tumor necrosis 

factor receptor type 1 associated death domain protein (TRADD), puis les facteurs en aval de 

la caspase 8 (Guicciardi and Gores, 2009). Ce recrutement conduit finalement à l’activation 

des caspases 8 et 10, ou peut conduire à la formation d’un complexe que l’on nomme DISC, 

pour « Death-Inducing Signaling Complex » (Sessler et al., 2013).  Ce complexe sera 

composé de différentes protéines selon le récepteur et le ligand mis en jeu (Figure 7). Ce 

complexe conduit ensuite à l’activation de caspases 8 et 10. Ces deux caspases déclenchent 

l’apoptose en clivant et activant les caspases exécutrices à savoir les caspases 3, 6 et 7 

(Brentnall et al., 2013). 

Dans la mort de type II, la mort cellulaire nécessite une amplification du signal qui est obtenue 

par l'activation protéolytique de la protéine BID (protéine « BH3-only ») médiée par la caspase 

8, qui engage ensuite la voie apoptotique médiée par les effecteurs de l’apoptose BAX/BAK 

(Strasser and Vaux, 2020). Cela va activer la caspase 9, permettant le clivage et l’activation 

les caspases exécutrices 3 et 7 (Figure 7). 
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Figure 7 - La voie extrinsèque de l’apoptose 

Il existe deux voies dans l’apoptose extrinsèque. Dans la voie des récepteurs de mort de type I, les 

cellules subissent l'apoptose de manière mitochondriale indépendante, alors que dans le type II, il y a 

une convergence vers la voie mitochondriale après l'activation de BID par la caspase 8 (CASP8). 

Certains membres du TNFRSF comme FasR et TRAILR déclenchent l'apoptose en se liant directement 

à la protéine adaptatrice FADD, tandis que d'autres (TNFRs, TNFRSF25) se lient d'abord à TRADD et 

FADD est donc recruté indirectement. Dans les deux cas, l'initiateur CASP8 (ou CASP10) est finalement 

activé. La formation du complexe « DISC » conduit tout aussi à l’activation des CASP8 et 10. L’activation 

des CAS8 et 10 entraîne l’activation des CASP3 et 7 à leur tour pour exécuter l’apoptose. Adapté 

d’après Lossi L, Biochem J (2022). 
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3. L’apoptose intrinsèque 

L’apoptose intrinsèque ou apoptose mitochondriale est une voie qui induit l'apoptose après 

avoir été initiée par un large éventail de stimuli endogènes/exogènes non médiés par des 

récepteurs, qu'ils soient positifs ou négatifs. Les stimuli positifs sont ceux qui déclenchent 

directement l'apoptose, par exemple l'hypoxie, l'hyperthermie, le stress oxydatif provoquant un 

excès de radicaux libres comme une augmentation des espèces réactives à l’oxygène (ROS), 

le stress du réticulum endoplasmique (RE), les radiations ou les toxines. Les stimuli négatifs 

sont ceux qui, par leur absence, déclenchent l'apoptose, par exemple par le retrait ou la perte 

de cytokines ou de facteurs de croissance, ou la perte/régulation des facteurs anti-

apoptotiques. (Czabotar et al., 2014 ; Fulda et al., 2010 ; Pihán et al., 2017 ; Roos et al., 

2016). Bien que de nature différente, ces stimuli entraînent tous l'ouverture du pore de 

transition de perméabilité de la membrane externe de la mitochondrie et la perte du potentiel 

de la membrane mitochondriale (ΔΨm) avec libération des protéines apoptogènes 

séquestrées entre les membranes dans le cytoplasme cellulaire, faisant basculer l'équilibre 

délicat entre les protéines pro- et anti-apoptotiques fermement vers la mort cellulaire (Knight 

et al., 2019). 

Les membres de la famille BCL-2 sont des régulateurs de cette voie, dont l’équilibre peut faire 

basculer la cellule vers l'apoptose, en raison de la libération de protéines apoptogènes, 

notamment le cytochrome c, SMAC/DIABLO (« Second Mitochondria-derived Activator of 

Caspases/ Direct Inhibitor of Apoptosis-Binding protein with Low pI ») et HTRA2/Omi (Sérine 

à protéases oligomériques à haute température (HtrA) 2). Le cytochrome c se complexe avec 

l'APAF1 (facteur d'activation de la protéase apoptotique 1) et la pro caspase 9 pour former 

l'apoptosome. Au sein de ce complexe, la caspase 9 est clivée et activée, puis elle procède 

elle-même au clivage et à l'activation des caspases exécutrices 3, 6 et 7 (Figure 8) (Wang and 

Youle, 2009). SMAC/DIABLO et HTRA2/Omi se lient tous deux aux membres de la famille 

anti-apoptotique IAP (« Inhibitors of Apoptosis Proteins »), et empêchent leur interaction avec 

les caspases. Il existe au moins 8 IAP humaines, dont la mieux caractérisée et la plus 

puissante est la XIAP (x-linked inhibitor of apoptosis protein ; également appelée IAP3). XIAP 

est le seul membre de la famille à inhiber l'apoptose en se liant directement et en empêchant 

l'activation des caspases exécutrices 3 et 7, et de la caspase initiatrice 9 (Chai et al., 2000 ; 

Verhagen et al., 2000). 
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Figure 8 - La voie intrinsèque ou mitochondriale de l’apoptose 

La formation de l'apoptosome est un événement crucial dans la voie apoptotique intrinsèque des 

mammifères. Pour ce faire, tout commence au niveau de la mitochondrie. L'oligomérisation de 

BAX/BAK, membres de la famille BCL-2 conduit à la perméabilisation de la membrane externe 

mitochondriale (MOMP).  L'apoptosome se forme alors sous l'effet de la MOMP, qui libère le cytochrome 

c de l'espace intermembranaire mitochondrial. D'autres protéines libérées dans le cytosol par la MOMP 

sont SMAC/DIABLO, ou encore HTRA2/Omi, qui favorisent indirectement l'apoptose en inhibant XIAP.  

Le cytochrome c cytoplasmique va alors former un complexe appelé « apoptosome » avec le facteur 

d’activation de la protéase apoptotique 1 (APAF1) et la procaspase 9. L’apoptosome, formé de 

cytochrome c, APAF1 et la procaspase 9 va permettre de cliver la procaspase 9 en caspase 9 qui va 

cliver et activer par la suite les caspases 3 et 7 pour induire la mort. L'apoptose intrinsèque est régulée 

négativement par XIAP, et d’autres protéines IAP. Adapté d’après Lossi L, Biochem J (2022). 
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4. Phase d’exécution de la mort  

La voie apoptotique intrinsèque, tout comme la voie apoptotique extrinsèque, convergent vers 

la phase d'exécution qui consiste en une série d'étapes orchestrées par ce que l'on appelle 

les caspases exécutrices (caspases 3, 6 et 7). La phase d’exécution de l’apoptose est 

caractérisée par la fragmentation de l’ADN, le rétrécissement cellulaire, la condensation des 

chromosomes ou encore le développement de corps apoptotiques. (Arur et al., 2003 ; Bortner 

et al., 1995 ; Elmore, 2007). La caspase exécutrice majeure est la caspase 3. Elle catalyse 

l’inactivation protéolytique d’ICAD (Inhibitor of Caspase-Activated DNase) et clive et les 

protéines du cytosquelette pour provoquer la fragmentation cellulaire. De plus, la 

dépolymérisation des filaments d’actine permet le désassemblage des microtubules, pour 

disperser les fragments cellulaires tout en maintenant la membrane plasmique intacte. Enfin, 

la phagocytose permet d’éliminer les corps apoptotiques, que l’on nomme aussi « blebs », afin 

d’éviter une réaction inflammatoire (Yang et al., 2015). La famille BCL-2 est un acteur clé dans 

l’apoptose. En effet, la protéine BID joue un rôle de « cross-talk » entre les voies intrinsèques 

et extrinsèques puisqu’elle joue un rôle dans les deux voies (Luo et al., 1998).   

 

d. La famille BCL-2 

1. Origine de la famille BCL-2  
 
Le premier membre de cette famille, à qui elle doit son nom, a été découvert dans les années 

1980. C’est la protéine B-Cell Lymphoma-2 (« BCL-2 »). BCL-2 a été identifiée par Fukuhara 

et Rowley et leurs collaborateurs dans le lymphome folliculaire à cellules B portant la 

translocation t(14 ;18) (Fukuhara and Rowley, 1978 ; Tsujimoto et al., 1984). Cette 

translocation permet la surexpression de BCL-2, qui contribue au développement tumoral en 

ayant un rôle de pro-survie (Bakhshi et al., 1985 ; Cleary et al., 1986 ; Tsujimoto and Croce, 

1986). 

Par la suite, d’autres membres de cette famille ont été identifiés et on en retrouve aujourd’hui 

16 membres essentiels. De manière intéressante, les protéines identifiées ne présentaient pas 

toutes la même fonction. De ce fait, la famille BCL-2 est une famille de protéines qui est divisée 

en 3 groupes : les protéines anti-apoptotiques (ou protéines de survie), les protéines pro-

apoptotiques initiatrices (ou BH3-only) et les protéines pro-apoptotiques effectrices.  

Dans le groupe des protéines anti-apoptotiques, on retrouve BCL-2, MCL-1 (Myeloid Cell 

Leukemia sequence 1), BCL-XL (B-Cell Lymphoma- extra large) et BCL-W (du gène BCL2L2 

d’où son nom BCL-2-like protein 2), mais aussi BFL-1 (nommée aussi A1 ou BCL2A1 pour 

BCL-2-related protein A1).  



 37 

Dans le groupe des protéines pro-apoptotiques initiatrices, dites “BH3 only”, on retrouve BAD 

(BCL2 Associated Agonist Of Cell Death), BID (BH3 interacting domain death agonist), BIK 

(BCL-2-interacting killer), BIM (du gène BCL2L11 d’où son nom Bcl-2-like protein 11), BMF 

(Bcl-2-modifying factor), HRK (Harakiri, BCL2 Interacting Protein), NOXA (Phorbol-12-

myristate-13-acetate-induced protein 1 d’où son gène PMAIP1) et PUMA (P53 upregulated 

modulator of apoptosis, codée par le gène BBC3).  

Enfin, dans le groupe des protéines pro-apoptotiques effectrices, les effecteurs majeurs de 

l’apoptose sont BAK (Bcl-2 homologous antagonist killer) et BAX (Bcl-2-like protein 4). Plus 

récemment, une nouvelle protéine a été identifiée comme étant effectrice, BOK (Bcl-2-related 

Ovarian Killer).  

L’activation de l’apoptose mitochondriale est caractérisée par la balance qui existe entre les 

protéines anti-apoptotiques et les protéines pro-apoptotiques, qui définit ainsi le destin 

cellulaire (Shamas-Din et al., 2013). 

2. Structure des protéines de la famille BCL-2 

En plus d’avoir comme point commun d’être impliquées dans l’apoptose mitochondriale, ces 

protéines présentent avant tout une structure commune. En effet, ces protéines présentent 

des homologies de séquences, avec notamment un ou plusieurs domaines conservés que l’on 

appelle « domaine d’homologie BCL-2 » ou « BH » (Shamas-Din et al., 2013).  Il existe en 

tout 4 BH qui ont été nommés de BH1 à BH4 dans l’ordre de leur découverte (Aouacheria et 

al., 2013). Le domaine BH3 est le domaine commun à tous les groupes de cette famille. Les 

BH3-only, comme leur nom l’indique, ne présentent qu’un domaine BH3. Les protéines anti-

apoptotiques et les protéines effectrices sont dites à multi-domaines puisqu’elles vont partager 

4 domaines en commun (BH1 à BH4) (X. Luo et al., 2020) (Figure 9).  

Concernant leur structure 3D, les membres de la famille BCL-2 sont des protéines globulaires 

composées de 9 hélices α, bien que les BH3-only soient pour la plupart des protéines non 

structurées car ne contiennent qu’un domaine BH3 (Czabotar et al., 2014). Les 9 hélices sont 

majoritairement amphipathiques, c’est-à-dire qu’elles présentent des groupements à la fois 

hydrophiles et hydrophobes. A l’exception des hélices α5 et α9 qui sont uniquement 

hydrophobes. Les hélices α1 à α8 forment le pli canonique particulier des protéines BCL-2 

(que l’on appelle aussi « canonical BCL-2 fold »). L’hélice α9 est séparée de ce corps 

globulaire et peut s’insérer dans la MOM. Elle forme ainsi le segment transmembranaire en C-

terminal qui s’ancre à la MOM, segment que l’on appelle aussi « TM ». L’hélice α5 forme le 

« noyau » de cette structure globulaire car elle est protégée de l'environnement aqueux par 

les hélices amphipathiques qui l'entourent. Le domaine BH4 est retrouvé dans l’hélice α1, le 
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domaine BH3 dans l’hélice α2, le domaine BH2 dans les hélices α4 et 5 et le domaine BH1 

dans les hélices α7 et 8.  

 

 

 

Figure 9 - Structure des membres de la famille BCL-2 

Les 3 groupes de la famille BCL-2 les anti-apoptotiques (BCL-2, BCL-XL, BCL-W, MCL-1, BFL1), les 

pro-apoptotiques effecteurs (BAX, BAK, BOK) et les pro-apoptotiques BH3-only (BID, BIM, PUMA, BIK, 

BMF, HRK, NOXA, BAD) contiennent des domaines d’homologies appelés « BH » (de BH1 à BH4). Les 

BH3-only n’ont qu’un domaine BH3. Ces protéines ont aussi un domaine transmembranaire d’ancrage 

à la membrane externe mitochondriale (TM). Enfin les effecteurs et les anti-apoptotiques (protéines de 

survie) sont structurées par des hélices α afin de former une protéine globulaire. Adapté d’après Xu Luo, 

Katelyn L O’Neill et Kai Huang, F1000Res (2020). 
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Les hélices α2 à 5 vont pouvoir former la poche hydrophobe permettant au domaine BH3 des 

protéines d’interagir entre elles, comme le montre la figure 10 en exemple avec l’interaction 

entre BCL-XL et BAX par le domaine BH3 de BAX (Birkinshaw and Czabotar, 2017). Ce sont 

ces interactions entre les différents groupes de la famille BCL-2 par ces hélices et ce domaine 

BH3 qui régulent l’apoptose. 

 

 

Figure 10 - Structure en 3D de la protéine BCL-XL en interaction avec le domaine BH3 de la 
protéine effectrice BAX 

Représentation de la structure de la protéine globulaire BCL-XL, avec sa poche hydrophobe constituée 

des hélices α2 à α5 qui peut interagir avec le domaine BH3 de la protéine BAX. Adapté d’après Richard 

W. Birkinshaw & Peter E. Czabotar Seminars in Cell & Developmental Biology (2017). 
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3. Les protéines anti-apoptotiques 

Les protéines anti-apoptotiques encore connues sous le nom de « gardiens » de la famille 

BCL-2 sont considérées comme des protéines « pro-survie », car leur surexpression inhibe la 

mort cellulaire et elles doivent être neutralisées pour que l'apoptose puisse avoir lieu. Le rôle 

de la famille BCL-2 dans l'apoptose a été découvert pour la première fois, lorsque la 

surexpression de BCL-2 s'est avérée bénéfique pour la survie de cellules de lymphomes en 

l'absence de cytokines (Fukuhara and Rowley, 1978). Les 5 membres les plus étudiés de ce 

groupe sont BCL-2, BCL-XL, BCL-W, MCL1 et BCL2A1, bien qu'il existe d'autres membres de 

la famille BCL-2 qui ont une activité pro-survie, tels que BCL-B  (Czabotar and Garcia-Saez, 

2023). Ces protéines, par leur domaine C-terminal TM, situé sur l’hélice α9, peuvent s’ancrer 

à la MOM afin de séquestrer les protéines pro-apoptotiques et ainsi prévenir la MOMP, étape 

clé dans le processus de mort cellulaire. (Giam et al., 2008). 

3.1.1. BCL-2 

C’est la découverte du gène BCL-2 dans les années 1980 qui a permis par la suite de découvrir 

toute une série de protéines avec la même structure et des fonctions similaires de pro-survie 

dans l’apoptose (Fukuhara and Rowley, 1978). Le gène humain BCL-2 est situé sur le 

chromosome 18q21.33 et code pour la protéine BCL-2 composée de 239 aa. Cette protéine 

contient 4 domaines BH ainsi qu’un domaine C-terminal permettant l’ancrage 

transmembranaire (TM). Elle est majoritairement exprimée par les cellules souches 

épithéliales rénales pendant l'embryogenèse, par les progéniteurs de mélanocytes, par un 

grand nombre de sous-ensembles de cellules hématopoïétiques mais aussi par les 

lymphocytes B et T matures (Bouillet et al., 2001 ; Veis et al., 1993). On retrouve aussi BCL-

2 dans certaines populations de cellules neuronales. L'expression de BCL-2 diminue après la 

formation du tube neural dans le système nerveux central, alors que des niveaux élevés sont 

maintenus dans le système nerveux périphérique (Merry et al., 1994). La protéine BCL-2 est 

retrouvée à la surface du RE, dans l’enveloppe nucléaire et dans le noyau mais 

majoritairement à la MOM par son segment TM (Hausmann et al., 2000 ; Lithgow et al., 

1994). 

Concernant la fonction de cette protéine, il a été montré que BCL-2 n'affecte pas la prolifération 

cellulaire, mais favorise la survie des cellules en empêchant la mort des cellules dépendantes 

des facteurs de croissance cultivées sans cytokine. De plus, les souris transgéniques BCL-2 

accumulent un excès de lymphocytes B et ces cellules sont protégées de la mort spontanée 

en culture (McDonnell et al., 1989). Outre son rôle dans l’apoptose, BCL-2 peut aussi à la 

membrane du RE interagir avec les récepteurs à l’inositol triphosphate (IP3R) pour réguler la 
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libération du calcium (Ca2+) depuis le RE pour éviter une surcharge calcique cytosolique qui 

pourrait induire l’apoptose (Li et al., 2007). 

3.1.2. MCL-1 

Le gène MCL-1 a été initialement identifié comme un gène précoce induit dans les cellules de 

la leucémie myéloïde humaine (Kozopas et al., 1993). La régulation à la hausse de MCL-1 

déclenche la différenciation des cellules de leucémies myéloïdes en monocytes ou en 

macrophages tandis que la régulation à la baisse de MCL-1 induit l'apoptose, suggérant un 

rôle de MCL-1 dans la survie cellulaire (Krajewski et al., 1995). Le gène humain MCL-1, situé 

sur le chromosome 1q21.20, contient trois exons et code pour la protéine de 350 aa appelée 

MCL-1 ou « MCL-1L ». L'épissage alternatif génère deux autres formes plus courtes, MCL-1S 

et MCL-1ES. Le variant MCL-1S (271 aa) est dépourvu de l'exon 2 et produit une protéine 

sans BH1, BH2 et TM. Le variant MCL1-ES (179 aa) possède un exon 1 tronqué, entraînant 

la perte de la partie N-terminale (Akgul et al., 2000).  

La protéine MCL-1 possède 3 domaines BH (BH1-BH3), un domaine BH4, un segment TM C-

terminal et une grande région N-terminale de 170 aa. Sa grande région N-terminale diffère des 

autres membres de la famille BCL-2 et contient un grand nombre de résidus typiques des 

protéines labiles que l’on nomme séquences « PEST ». Par conséquent, MCL-1 a une demi-

vie courte et est hautement régulé, ce qui lui permet de moduler l'apoptose en réponse à des 

contextes cellulaires qui changent rapidement (Sancho et al., 2022). MCL-1 est localisée 

majoritairement à la MOM, mais il existe une part dans le cytosol qui peut être transloquée à 

la MOM durant l’apoptose par son domaine TM dans l’hélice α9. De plus, une faible quantité 

de MCL-1 peut être retrouvée à la membrane du RE (Nijhawan et al., 2003).  

En plus de son rôle dans l’apoptose, il est important de noter que MCL-1 joue également des 

rôles non apoptotiques dans l'homéostasie mitochondriale, l'autophagie et le cycle cellulaire 

(Sancho et al., 2022). MCL-1 joue un rôle essentiel au cours du développement embryonnaire 

précoce (Rinkenberger et al., 2000). MCL-1 est exprimée dans un large éventail de types de 

cellulaires. Il a été montré que MCL-1 joue un rôle essentiel dans la survie des hépatocytes, 

les cardiomyocytes, les cellules neuronales, les cellules épithéliales intestinales et 

mammaires. De plus, MCL-1 est nécessaire à la survie des cellules souches et progénitrices 

hématopoïétiques, au développement des lymphocytes B et T et des cellules NK, au 

développement et à la survie des plasmocytes et des cellules érythroïdes immatures (Kaloni 

et al., 2023). MCL-1 peut aussi être à la membrane du RE pour interagir avec les IP3R pour 

permettre un faible flux de Ca2+ et éviter une surcharge calcique cytosolique pouvant induire 

l’apoptose (Li et al., 2007). L’équilibre entre l'expression de MCL-1L/MCL-1S peut réguler la 
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machinerie contrôlant la fusion et la fission des mitochondries (Morciano et al., 2016). Enfin, 

MCL-1ES peut se lier à MCL-1L, se localiser à la MOM et induire la mort cellulaire 

mitochondriale indépendante de BAK et de BAX (Kim and Bae, 2013).  

3.1.3. BCL-XL 

C’est en 1993 que le gène BCL2L1, qui code pour la protéine BCL-XL (et le variant d’épissage 

plus court rarement détecté, BCL-XS) a été découvert par sonde d’hybridation (Boise et al., 

1993). Le gène BCL2L1 est retrouvé sur le chromosome 20q11.21. 

BCL-X est une protéine transmembranaire mitochondriale qui régule la voie intrinsèque de 

l'apoptose. Un événement d'épissage alternatif dans l'exon 2 de BCL-X produit deux isoformes 

ayant des effets antagonistes sur la survie cellulaire. BCL-XL (isoforme longue) a un rôle anti-

apoptotique tandis que BCL-XS (isoforme courte) a un rôle pro-apoptotique. BCL-XL contient 

les 4 domaines BH ainsi qu'une région C-terminale TM. L’isoforme BCL-XS est dépourvue des 

domaines BH1 et BH2, mais posséde à la fois le domaine BH3 et le segment TM (Lee and 

Fairlie, 2019). BCL-XL, comprenant 233 aa, est la forme la plus abondante et a pour fonction 

d'inhiber l'apoptose par différents mécanismes, dont l'inhibition de BAX (Stevens and Oltean, 

2019). La protéine BCL-XL est retrouvée la plupart du temps à la MOM, mais on retrouve aussi 

une part de cette protéine dans le cytosol qui pourra être transloquée à la MOM durant 

l’apoptose grâce à son domaine TM (Y.-T. Hsu et al., 1997).  

La protéine BCL-XL est largement exprimée au cours du développement embryonnaire et ses 

niveaux sont particulièrement élevés tout au long de l'ontogenèse neuronale, y compris dans 

les cellules en cours de différenciation (Boise et al., 1993). L'absence de BCL-XL chez la 

souris entraîne la mort embryonnaire en raison de défauts dans la survie de certaines 

populations de cellules neuronales et de progéniteurs érythroïdes. La perte de BCL-XL 

provoque une apoptose aberrante dans les neurones du cerveau en développement, de la 

moelle épinière et du ganglion de la racine dorsale, ce qui démontre son rôle essentiel dans 

la survie cellulaire (Motoyama et al., 1995). Des études ont montré que chez les souris 

adultes, BCL-XL est essentiel pour la survie de certaines populations de cellules dans le rein 

(Roth et al., 1996). Enfin, une étude a montré que BCL-XL est essentiel pour la survie des 

plaquettes (Josefsson et al., 2011). BCL-XL permet aussi d’éviter une surcharge calcique 

cytosolique qui pourrait induire l’apoptose en interagissant avec les IP3R retrouvés à la 

membrane du RE (Li et al., 2007).  
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3.1.4. BCL-W 

En 1996, le gène BCL2L2 codant pour la protéine BCL-W a été identifié, permettant de le 

classer dans ce groupe des membres anti-apoptotiques (Gibson et al., 1996). La protéine 

BCL-W, d'une longueur de 193 aa, est codée par le gène BCL2L2, qui est situé sur le 

chromosome 14q11.2-q1235. BCL2L2 se compose de deux exons codants et de deux exons 

non codants situés à l'extrémité 5′. Le promoteur de BCL2L2 est hautement conservé chez les 

espèces (Hartman and Czyz, 2020). BCL-W est la protéine anti-apoptotique qui partage la 

plus grande similarité de séquence avec BCL-XL (51%)  par rapport aux autres membres (Lee 

and Fairlie, 2019). 

La protéine BCL-W est principalement trouvée à la MOM. Elle peut quelques fois être localisée 

dans le cytosol et être transloquée à la MOM durant l’apoptose (Wilson-Annan et al., 2003). 

Cette protéine est exprimée dans plusieurs tissus, tels que les testicules, le côlon, le cerveau 

et certaines populations de cellules myéloïdes et lymphoïdes (Kaloni et al., 2023). La protéine 

BCL-W est majoritairement impliquée dans la spermatogenèse. En effet, les souris mâles 

déficientes en BCL-W présentent une dégénérescence testiculaire progressive avec une mort 

des cellules de Sertoli. Cela entraîne une perturbation de l'architecture des testicules et la 

stérilité. Les souris Knock-Out (KO) pour BCL-W sont par ailleurs normales dans tous les 

autres types de cellules examinés (Print et al., 1998). 

3.1.5. BFL-1 ou A1 

Enfin, le gène BCL2A1, qui code pour la protéine BFL-1 ou A1 a été identifié comme un gène 

induit par le facteur de stimulation des colonies de granulocytes-macrophages dans les 

cellules myéloïdes (Lin et al., 1993). Le gène BCL2A1 a été localisé sur le chromosome 15. 

Un variant d'épissage court de BFL-1, BFL-1S, a été identifié par RT-PCR. Dans les tissus 

normaux, BFL-1S est détecté principalement dans les ganglions lymphatiques. La protéine 

BFL-1 contient les 4 domaines BH. Contrairement à la plupart des protéines de la famille BCL-

2, l'extrémité C-terminale de BFL-1 ne fonctionne pas comme un ancrage membranaire car 

elle ne contient pas de domaine TM bien défini (Wang et al., 2022). Ce domaine est au 

contraire responsable de la régulation de la fonction anti-apoptotique de BFL-1 en permettant 

son renouvellement rapide dans des conditions d'équilibre. Cela s’explique notamment par sa 

demi-vie courte de moins d'une heure. On retrouve rarement une localisation BFL-1 à la 

mitochondrie et au cytosol (Brien et al., 2009). 
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BFL-1 est principalement exprimée dans les cellules hématopoïétiques, telles que les cellules 

B et T. Des études ont suggéré un rôle de BFL-1 dans la maturation des mastocytes, la survie 

des cellules B matures et le développement des cellules T précoces (Kaloni et al., 2023). En 

1996, il a été découvert que BFL-1 peut supprimer l'apoptose induite par p53 comme d'autres 

membres de la famille BCL-2, clarifiant ainsi son rôle de protéine pro-survie impliquée dans la 

régulation de l'apoptose (D’Sa-Eipper et al., 1996). 

4. Les protéines pro-apoptotiques BH3-only 

Les « initiateurs » de la famille BCL-2 sont des protéines pro-apoptotiques souvent appelés « 

BH3-only » car la plupart ne possèdent que le domaine BH3 conservé (à l’exception de BID). 

Ces protéines répondent aux stimuli apoptotiques par divers mécanismes, par exemple par 

une modification post-traductionnelle ou une augmentation de la transcription, initiant ainsi le 

processus qui aboutit à la mort cellulaire. Le rôle principal des BH3-only est d'interagir avec 

les autres membres de la famille BCL-2 et de réguler ainsi leur activité. Les BH3-only peuvent 

interagir et neutraliser certains des membres anti-apoptotiques. Cependant, certaines sont 

capables de se lier directement à des partenaires exécuteurs et de les activer (Czabotar and 

Garcia-Saez, 2023). Selon leurs partenaires de liaison, les BH3-only peuvent être classifiées 

en 2 groupes fonctionnels : celles qui se lient aux protéines exécutrices et les activent 

directement sont appelées « activatrices », et les protéines qui ne le font pas mais qui vont 

neutraliser les anti-apoptotiques sont appelées « sensibilisatrices » (Letai et al., 2002). Parmi 

les activatrices, on retrouve BIM, PUMA et BID. Parmi les sensibilisatrices, on retrouve NOXA, 

BMF, HRK, BAD et BIK. 

4.1.1. BIM 

L’identification du gène BCL2L11 codant pour la protéine BIM a été réalisée en 1998 

(O’Connor et al., 1998). Ce gène est retrouvé chez l’Homme sur le chromosome 2q13. 

BCL2L11 possède 6 exons et subit un épissage alternatif pour former au moins 18 isoformes 

différentes. Les 3 principaux variants alternatifs de BIM décrits chez l'Homme correspondent 

à BIMEL (Extra Long, 198 aa), BIML (Long, 138 aa) et BIMS (Short, 108 aa). BIML et BIMS 

sont formés par un épissage alternatif dans l'exon 2. BIMEL est la forme la plus abondante 

dans les thymocytes et les cellules T, tandis que BIMS est presque indétectable. Les trois 

isoformes sont induites par les glucocorticoïdes dans les thymocytes (Sionov et al., 2015).  

La protéine BIM contient un domaine BH3 ainsi qu’un domaine TM. Elle est principalement 

retrouvée à la mitochondrie, mais interagit aussi avec des structures cytosquelettiques lui 

permettant de rester en contact avec les protéines anti-apoptotiques (O’Connor et al., 1998). 

La protéine BIM est impliquée dans la régulation de la mort cellulaire intrinsèque induite par 
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un grand nombre de stimuli, y compris la privation de facteurs de croissance ou de cytokines, 

le flux de calcium, la perte d'adhésion, les glucocorticoïdes, la perturbation des microtubules 

et les inhibiteurs de tyrosine kinase (Sionov et al., 2015). Il a été démontré qu’elle est 

essentielle pour l'apoptose dans les lymphocytes B et T, les macrophages et les granulocytes 

(Strasser, 2005).  

4.1.2. PUMA 

Le gène BBC3, codant pour la protéine PUMA a été découvert en 2001 (Han et al., 2001 ; 

Nakano and Vousden, 2001). Ce gène est localisé sur le chromosome 19q13.32. Il code pour 

la protéine PUMA, de 193 aa, qui est très conservée parmi les vertébrés. Elle présente, comme 

toutes les autres protéines BH3-only, un domaine BH3 et un domaine TM. La protéine PUMA 

sous sa forme déphosphorylée est retrouvée dans le cytosol. Lors de l’induction de l’apoptose, 

PUMA est phosphorylée et se localise à la MOM (Xie et al., 2015).  

Le gène qui code pour PUMA est une cible transcriptionnelle directe de p53. L'interaction 

mutuelle entre p53 et PUMA est un mécanisme efficace pour empêcher la croissance et la 

division des cellules anormales. p53 est nécessaire à l'induction de PUMA en réponse à des 

lésions de l'ADN, mais il peut également agir sur PUMA en réponse à un stress oxydatif, à une 

carence en facteurs de croissance ou à une infection virale. PUMA joue aussi un rôle très 

important dans l'apoptose indépendante de p53, qui intervient dans l'élimination des cellules 

endommagées en cas d'hypoxie, d'infection et d'épuisement des cytokines ou des facteurs de 

croissance. Enfin, l'induction de l'apoptose par PUMA, qu'elle soit dépendante ou 

indépendante de p53, est impliquée dans la réponse immunitaire après des infections 

bactériennes et virales (Roufayel et al., 2022).  

4.1.3. BID 

La protéine BID a été identifiée en 1996, avec sa forme active tronquée que l’on nomme t-BID 

(Wang et al., 1996). Le gène BID est localisé sur le chromosome 22q11.21. Ce gène code 

pour la protéine BID, de 195 aa contenant un domaine BH3 et un domaine TM. La protéine 

BID se trouve majoritairement dans le cytosol. Quand cette protéine est activée et clivée par 

la caspase 8, elle se présente sous sa forme tronquée, t-BID, et se localise à la mitochondrie 

(Lutter et al., 2001). 

La protéine BID est impliquée dans la réponse au stress, dans la participation au point de 

contrôle de la mitose et dans le maintien de la stabilité génomique. Elle fonctionne 

essentiellement sous sa forme tronquée. Sa fonction principale est pro-apoptotique puisque la 

forme tronquée de BID est obtenue après clivage par la caspase-8, lui permettant d’activer les 

effecteurs de la mort (Billen et al., 2008). 
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4.1.4. NOXA 

Le gène PMAIP1 codant pour la protéine NOXA a été identifié en 2000 (Oda et al., 2000). Tout 

comme BBC3, le gène PMAIP1 codant pour NOXA est un gène cible de p53. Ce gène est 

localisé sur le chromosome 18. NOXA est la plus petite protéine BH3-only puisqu’elle est 

composée de seulement 54 aa. Elle contient tout de même un domaine BH3 et un domaine 

TM (Roufayel et al., 2022). La protéine NOXA est sous sa forme phosphorylée dans le cytosol 

et est transloquée à la mitochondrie pour interagir avec MCL-1 par son domaine BH3 (Oda et 

al., 2000). 

S'il a été établi que NOXA est un médiateur de l'apoptose induite par la p53, l'induction de 

NOXA peut également se produire en l'absence de p53 (Morsi et al., 2018). L’équipe a aussi 

mis en évidence que la protéine NOXA est dégradée par le protéasome et que l’inhibition du 

protéasome permet l’induction de NOXA et in fine l’induction de l’apoptose (Gomez-Bougie 

et al., 2007).  

4.1.5. BMF 

BMF a été identifié en 2001 (Puthalakath et al., 2001). Le gène BMF est retrouvé sur le 

chromosome 15q15.1. Il code pour la protéine BMF composée de 184 aa, et structurée par un 

domaine BH3 et un domaine TM. La protéine BMF est principalement retrouvée au cytosol. 

On peut la retrouver associée aux filaments de myosine et particulièrement attachée à la 

dynéine, favorisant ses interactions avec les protéines anti-apoptotiques et lui permettant 

d’aller à la MOM (Puthalakath et al., 2001).  

BMF semble contrôler l'intégrité du cytosquelette grâce à sa liaison avec la myosine et les 

chaînes légères de la dynéine (Willis and Adams, 2005). Concernant son rôle dans 

l’apoptose, certains signaux de dommages, tels que la perte d'attachement cellulaire, libèrent 

BMF, lui permettant de migrer et de se lier aux protéines anti-apoptotiques (Puthalakath et 

al., 2001).  

4.1.6. HRK 

HRK, découvert par l’équipe d’Inohara en 1997, a été identifié comme un gène pro-apoptotique 

situé sur le chromosome 12q13.1 et qui est régulé transcriptionnellement dans divers types de 

cellules (Inohara et al., 1997). En effet, la protéine HRK, constituée de 92 aa, est 

principalement exprimée dans les tissus hématopoïétiques et les cellules neuronales, à la fois 

dans les systèmes nerveux central et périphérique, là où son rôle dans l’apoptose a été 

rapporté. Elle est aussi exprimée dans le pancréas, le foie, les poumons, les reins et la prostate 

(Nakamura et al., 2008). La protéine HRK est dans le cytosol, et quand l’apoptose a lieu, elle 

se localise à la mitochondrie (Inohara et al., 1997). 
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4.1.7. BAD 

La protéine BAD a été découverte en 1997 (Ottilie et al., 1997). Le gène BAD, situé sur le 

chromosome 11q13.1, code pour la protéine BAD constituée de 168 aa, avec un domaine TM 

et un domaine BH3. La protéine BAD possède de multiples sites de phosphorylation. Les sites 

de phosphorylation les plus étudiés sont la Sérine 75, la Sérine 99 et la Sérine 118. La 

phosphorylation des résidus S75 et S99 est essentielle à la séquestration de BAD par la 

protéine 14-3-3, ce qui conduit à la translocation de BAD de la MOM vers le cytosol, 

l’empêchant de se lier aux protéines anti-apoptotiques (Wang et al., 1999). 

En l'absence de signaux de croissance ou de glucose, BAD est déphosphorylé, lui permettant 

de s'associer à des protéines anti-apoptotiques pour entraîner l’apoptose. Il a également été 

démontré que BAD interagit physiquement avec p53 et favorise l'apoptose. Cependant, dans 

son état phosphorylé, BAD se lie à la protéine 14-3-3 et devient plutôt favorable à la survie. La 

protéine BAD possède, en plus de son rôle dans l’apoptose, des fonctions non-apoptotiques 

telles que la régulation de la glycolyse. De plus, il a été démontré que l'expression et la 

phosphorylation de BAD jouent un rôle dans la fonction et le développement des lymphocytes. 

BAD possède également des fonctions dans la régulation de l'autophagie et peut favoriser la 

progression dans le cycle cellulaire (Bui et al., 2018). 

4.1.8. BIK 

La protéine BIK a été identifiée par l’équipe de Boyd en 1995 (Boyd et al., 1995). Le gène BIK 

est retrouvé sur le chromosome 22q13.3. BIK est une protéine de 160 aa et contient un 

domaine TM et un domaine BH3 (Chinnadurai et al., 2008). 

Contrairement aux autres BH3-only, la protéine BIK est principalement retrouvée à la 

membrane du RE, et interagit avec les protéines anti-apoptotiques qui sont retrouvées à la 

mitochondrie ou directement au RE. La protéine BIK fonctionne à distance des mitochondries 

en se liant aux protéines anti apoptotiques BCL-2 et BCL-XL et en les séquestrant à la 

membrane du RE, favorisant ainsi la libération de Ca2+ et permettant de jouer le rôle de point 

de contact entre le RE et les mitochondries (Osterlund et al., 2023). 

5. Les protéines pro-apoptotiques effectrices 

L’étape cruciale de l'apoptose est la MOMP, un événement médié par les effecteurs de la 

famille BCL-2. Pendant de nombreuses années, BAX et BAK ont été considérés comme les 

principaux membres de ce groupe, et la plupart des études sur la MOMP se sont concentrées 

sur leur activation et leur activité. Cependant, des études menées ces dernières années ont 

révélé que d'autres membres de la famille BCL-2 sont également capables d’induire la MOMP, 

comme BOK (Czabotar and Garcia-Saez, 2023). 
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5.1.1. BAK et BAX 

La découverte de la protéine BAX en 1993 par co-immunoprécipitation avec la protéine BCL-

2 a permis de distinguer dans la famille BCL-2 au moins deux groupes avec des membres pro- 

et anti-apoptotiques, régulant la mort cellulaire en interagissant entre elles (Oltvai et al., 1993). 

Par la suite, en 1995, le gène BAK1, codant pour la protéine BAK a été découvert (Farrow et 

al., 1995 ; Kiefer et al., 1995).  Le gène BAK1 est localisé sur le chromosome 6p21.31 tandis 

que le gène BAX est localisé sur le chromosome 19q13.33. Les deux gènes sont composés 

de 6 exons. Les protéines exécutrices BAX et BAK ressemblent aux protéines anti-

apoptotiques, puisqu'elles contiennent également 4 domaines BH, un domaine TM et qu'elles 

adoptent, sous leur forme inactive, le pliage typique de BCL-2, par leurs 9 hélices α 

(Kvansakul et al., 2008).  

Les structures de BAX et BAK sont labiles et subissent d'importants changements de 

conformation afin d’induire la mort cellulaire. En général, BAX et BAK sont considérés comme 

des homologues fonctionnels, car la suppression des deux est nécessaire pour rendre une 

cellule résistante à la grande majorité des stimuli apoptotiques. Cependant, il existe une série 

de caractéristiques qui les différencient, notamment leur distribution tissulaire et leur 

localisation subcellulaire avant leur activation (Czabotar and Garcia-Saez, 2023). 

La protéine BAX est majoritairement cytosolique, avec son segment TM C-terminal 

hydrophobe séquestré dans la poche du domaine de liaison BH3. Il a tout de même une petite 

fraction qui va être à la MOM. C’est lors de l’apoptose que BAX va être transloqué à la MOM 

(Y.-T. Hsu et al., 1997). On appelle alors ce phénomène la rétrotranslocation. La protéine BAK 

est constitutivement retrouvée à la mitochondrie, et est séquestrée par les protéines MCL-1 et 

BCL-XL (Willis et al., 2005). BAK est aussi séquestrée à la mitochondrie par le canal 

mitochondrial VDAC2 (Voltage Dependent Anion Channel 2). Néanmoins, une petite fraction 

de BAK se localise au niveau des peroxysomes dans les cellules dépourvues ou déficientes 

en VDAC2 (Fujiki et al., 2017 ; Hosoi et al., 2017). Enfin, BAK et BAX peuvent aussi se 

localiser au niveau de la membrane du RE pour augmenter le stockage du Ca2+ par le RE, par 

leurs interactions avec l’IP3R mais aussi avec les protéines anti-apoptotiques (Chami et al., 

2004). De plus, des cellules dépourvues de BAK et BAX ont montré une diminution du Ca2+ 

dans le RE induisant une baisse du recaptage du Ca2+ par la mitochondrie lors de la décharge 

calcique du RE (Scorrano et al., 2003). 

L'activité de BAX et de BAK peut être régulée de manière différentielle par des modifications 

post-traductionnelles. BAX peut être phosphorylé par AKT et BAK ubiquitinylé par Parkin 

(Bernardini et al., 2019; Kale et al., 2018). 
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BAK et BAX sont fonctionnellement redondants au sein de la mitochondrie (Lindsten et al., 

2000). Dans les cellules « saines », les protéines BAK et BAX existent dans des conformations 

inertes ou inactives. Ainsi, l’hélice α5, considérée comme le noyau hydrophobe de la structure, 

y est entouré par les hélices α1 à 8 (Moldoveanu et al., 2006 ; Suzuki et al., 2000).  Ce qui 

différencie BAK et BAX, c’est l’hélice α9. En effet, pour BAK, elle est constitutivement ancrée 

à la MOM par cette hélice. Pour BAX, cette hélice est séquestrée dans la poche hydrophobe, 

ce qui explique sa localisation majoritairement cytosolique en comparaison à BAK (Ferrer et 

al., 2012 ; Nechushtan et al., 1999). 

5.1.2. BOK 

La protéine BOK, dernier membre du groupe des protéines pro-apoptotiques effectrices, a été 

identifiée en 1997 (S. Y. Hsu et al., 1997). Son gène, BCL2L9, est localisé sur le chromosome 

2q37.3. La structure de la protéine BAK est similaire aux autres membres effecteurs, BAK et 

BAX, puisque cette protéine de 212 aa contient 4 domaines BH et est structurée par 9 hélices 

α. BOK est une protéine exprimée de manière ubiquitaire et hautement conservée qui présente 

une homologie de séquence d’aa importante avec BAX et BAK (73 % ou 87 %, 

respectivement), mais sa fonction physiologique n'est pas encore bien définie (Ke et al., 2018). 

La protéine BOK est localisée principalement au cytosol et transloque à la MOM durant 

l’apoptose (Gao et al., 2005). Néanmoins, des études plus récentes ont démontré que la 

protéine BOK est retrouvée à la membrane du RE et au niveau de l’appareil de Golgi 

(Echeverry et al., 2013). 

BOK semble réguler les flux de Ca2+ en interagissant avec l’IP3R et créant des sites de contact 

entre la mitochondrie et le RE (Carpio et al., 2021; Schulman et al., 2016). De plus, il a été 

montré que BOK joue un rôle dans la réponse au stress de RE et dans la régulation de la 

morphologie de la mitochondrie puisqu’il semble impliqué dans les mécanismes de fission-

fusion mitochondriale (Carpio et al., 2015 ; Schulman et al., 2019 ; Walter et al., 2022). De 

plus, BOK semble être régulé différemment de BAX et BAK, c'est-à-dire qu'il ne nécessite pas 

d'activation par des protéines BH3-only et ne semble pas être contrôlé par les protéines anti-

apoptotiques. BOK semble tout de même capable d’induire la MOMP (Ke et al., 2018 ; Llambi 

et al., 2016 ; Shalaby et al., 2023). En revanche, la manière dont BOK va pouvoir aller à la 

mitochondrie pour former la MOMP dans des conditions physio-pathologiques n’est pas 

encore connue.  
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e. Régulation de la famille BCL-2 

1. Affinités de liaison 

Les protéines de la famille BCL-2 régulent l'intégrité de la MOM grâce à un réseau dynamique 

d'interactions protéine-protéine dont l'équilibre ou le déséquilibre détermine le destin de la 

cellule (Sekar et al., 2022). 

Ces interactions spécifiques se produisent par la liaison de la face hydrophobe du domaine 

BH3 des protéines pro-apoptotiques dans un sillon hydrophobe formé par les domaines BH1-

BH3 des protéines anti-apoptotiques. Pour que l'apoptose se produise, les protéines anti-

apoptotiques (pro-survies) doivent être « dépassées », c’est-à-dire qu’il doit y avoir un 

déséquilibre dans la balance BH3-only / anti-apoptotiques en faveur des BH3-only et de 

l’effecteur BAX et/ou BAK qui doit être activé (Sekar et al., 2022).  

Chaque protéine de la famille BCL-2 a une affinité plus ou moins importante avec les autres 

membres. Ainsi, il existe comme une « dance » entre les membres de la famille BCL-2. Cette 

danse est régie à la fois par l’abondance de ses protéines, mais aussi les affinités qu’elles ont 

les unes avec les autres afin de pouvoir interagir et décider du destin cellulaire (Kale et al., 

2018). 

Les membres anti-apoptotiques de la famille BCL-2 s'opposent à la mort cellulaire en 

interagissant directement avec les molécules BH3-only ainsi que les effecteurs pro-

apoptotiques. Cependant, la capacité des membres anti-apoptotiques individuels à s'opposer 

aux molécules pro-apoptotiques n'est pas uniforme (Opferman, 2016). Certains membres de 

la famille BH3-only (par exemple BIM, BID et PUMA) ont la capacité de se lier à toutes les 

protéines anti-apoptotiques avec des affinités similaires (Chen et al., 2005). En revanche, les 

protéines anti-apoptotiques BCL-2, BCL-XL et BCL-W ont des capacités similaires à se lier à 

BAD ; cependant, ni MCL-1 ni BFL-1 ne peuvent le faire. MCL-1 et BFL-1 sont les seuls 

capables d’interagir avec NOXA. HRK est capable de se lier à BCL-XL, mais n'interagit pas 

avec les autres molécules anti-apoptotiques (Youle and Strasser, 2008). Enfin, BIK peut 

interagir avec tous les membres anti-apoptotiques à l’exception de BFL-1 (Figure 11A et B). 

BIM, t-BID et PUMA peuvent interagir directement avec BAX (Cartron et al., 2004; Marani et 

al., 2002). Les protéines BIM, BAD et BMF ne sont pas structurées en l'absence de partenaire 

de liaison, et seul leur domaine BH3 devient structuré lors de la liaison avec une protéine anti-

apoptotique (Hinds et al., 2007). Le laboratoire de Korsmeyer a également décrit BID qui, 

après avoir été clivé par la caspase 8 pour générer la forme tronquée active, t-BID, se lie non 

seulement à la BCL-2 pour l'inhiber mais aussi à BAX pour l'activer (Wang et al., 1996). 
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Figure 11 - Affinités de liaison entre les BH3-only et les protéines anti-apoptotiques 

Les protéines BIM et PUMA peuvent interagir avec tous les membres du groupe anti-apoptotique. Au 

contraire, NOXA interagit uniquement avec MCL-1 et BFL-1 (ou BCL2A1), BAD interagit sélectivement 

avec BCL-W, BCL-2 et BCL-XL. Le BID activé, t-BID peut interagir avec MCL-1, BFL-1, BCL-W et BCL-

XL et très rarement avec BCL-2. HRK interagit spécifiquement avec BCL-XL. BIK et BMF peuvent 

interagir avec tous les membres anti-apoptotiques à l’exception de BFL-1. Pour le A) Les teintes plus 

foncées indiquent des affinités plus fortes. D’après Knight et al Biochem Pharmacol (2019) pour A) et 

Opferman J FEBS Journal (2015) pour B). 

 

 

 

 

2. Les 3 modes de régulation entre les membres de la famille BCL-2 

 

Pour comprendre les conséquences des interactions entre les protéines anti-apoptotiques et 

les protéines pro-apoptotiques BH3-only et effectrices, plusieurs modèles ont été proposés, 

dont 3 sont majoritaires (Shamas-Din et al., 2013).  
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Modèle d’activation directe (Mode 1) 

La particularité du modèle d'activation directe, ou mode 1, est qu'une protéine BH3-only est 

nécessaire pour interagir avec les protéines pro-apoptotiques BAX et BAK, et pour les activer. 

Le modèle d'activation directe classe les protéines BH3-only en activateurs ou en 

sensibilisateurs en fonction de leur affinité à se lier aux protéines anti-apoptotiques ou interagir 

avec les protéines effectrices (Letai et al., 2002). Les protéines BH3 activatrices (BIM, PUMA 

et BID) interagissent à la fois avec les protéines pro-apoptotiques effectrices et anti-

apoptotiques (Kim et al., 2006). Les protéines BH3-only sensibilisatrices (NOXA, BMF, HRK, 

BAD et BIK) se lient directement aux protéines anti-apoptotiques, libérant ainsi les protéines 

BH3-only activatrices qui favorisent la MOMP (Certo et al., 2006 ; Kuwana et al., 2005). Les 

protéines anti-apoptotiques se lient à la fois aux activatrices et aux sensibilisatrices, mais sont 

incapables de se complexer avec BAX et BAK. Par conséquent, pour qu'une cellule échappe 

à l'apoptose, les protéines anti-apoptotiques doivent séquestrer les protéines BH3-only afin 

d'empêcher l'activation de BAX et BAK et ainsi déclencher l'apoptose (Shamas-Din et al., 

2013) (Figure 12A). 

 

Modèle de déplacement ou indirect (Mode 2) 

Dans le modèle de déplacement, ou mode 2, les protéines BH3-only n’interagissent pas avec 

BAX et BAK pour provoquer leur activation. Au contraire, les effecteurs sont constitutivement 

actifs et doivent donc être inhibés par les protéines anti-apoptotiques pour que la cellule 

survive. Pour déclencher l'apoptose, les protéines BH3-only déplacent BAX et BAK des 

protéines anti-apoptotiques afin de promouvoir la MOMP (Figure 12B). Comme les protéines 

BH3-only interagissent sélectivement avec un spectre limité de protéines anti-apoptotiques 

selon leurs affinités, une combinaison de protéines BH3-only est nécessaire pour induire 

l'apoptose dans les cellules exprimant plusieurs membres anti-apoptotiques (Chen et al., 

2005). À l'appui de ce modèle, des hétérodimères de BAK avec MCL-1 et BCL-XL sont 

présents dans les cellules en division, et la surexpression de NOXA déplace les hétérodimères 

BAK-MCL-1, libérant BAK et formant des complexes NOXA-MCL-1. Dans ces cellules, une 

combinaison de BAD et de NOXA est nécessaire pour neutraliser les effets de BCL-XL et de 

MCL-1 et finalement induire l'apoptose (Chen et al., 2005 ; Gomez-Bougie et al., 2007). 

 

Modèle unifié 

Le modèle unifié de la fonction de la famille BCL-2 s'appuie sur le modèle « embedded together 

» (Llambi et al., 2011). Ce modèle distingue les interactions connues des protéines anti-

apoptotiques pour séquestrer les protéines BH3-only activatrices, comme le mode 1, et pour 

séquestrer les formes actives de BAX et BAK, comme le mode 2 (Figure 12C). Bien que les 

deux modes d'inhibition aient lieu simultanément dans les cellules, dans le modèle unifié, 
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l'inhibition de l'apoptose par le mode 1 est moins efficace et est plus facile à surmonter par les 

protéines sensibilisatrices pour promouvoir la MOMP que l'inhibition par le mode 2. Il est 

important de noter que le modèle unifié intègre également les fonctions de BAX et BAK dans 

la fission et la fusion des mitochondries et postule que seule la répression du mode 2 affecte 

ce processus. Ce modèle est donc le premier à lier explicitement les modes de régulation de 

la MOMP et la dynamique mitochondriale (Shamas-Din et al., 2013). 

 

  

Figure 12 - Mécanismes fondamentaux proposés par 3 modèles pour la régulation de la MOMP 
par les protéines de la famille BCL-2 

(↑) Activation ; (⊥) Inhibition. (A) Le modèle d'activation directe (mode 1) divise les différentes protéines 

BH3 par des différences qualitatives de fonction. Les protéines BH3-only activatrices interagissent 

directement avec BAX et BAK et les activent pour promouvoir le MOMP. Les protéines anti-apoptotiques 

inhibent le MOMP en séquestrant spécifiquement les activateurs BH3. Les protéines sensibilisatrices 

BH3 peuvent entrer en compétition pour se lier aux protéines anti-apoptotiques, libérant ainsi les 

protéines activatrices BH3 pour promouvoir avidement la MOMP par l'activation et l'oligomérisation de 

Bax et Bak. (B) Le modèle de déplacement (mode 2) classe les protéines BH3-only en fonction de leur 

affinité de liaison avec les protéines anti-apoptotiques. Dans ce modèle, BAX et BAK sont 

constitutivement actifs, s'oligomérisent et induisent le MOMP s'ils ne sont pas retenus par les protéines 

anti-apoptotiques. (C) Le modèle unifié s'appuie sur le modèle « embedded together » en proposant 

que les protéines anti-apoptotiques séquestrent les protéines BH3-only activatrices (mode 1) et 

séquestrent BAX et BAK (mode 2). La différence réside dans le fait que dans le modèle unifié, l'inhibition 

de l'apoptose par le mode 1 est moins efficace (plus petite flèche dans le panneau C) et donc plus facile 

à surmonter par les protéines BH3-only sensibilisatrices. D’après Shamas-Din et al, Cold Spring Harb 

Perspect Biol. (2013). 
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3. Activation et oligomérisation des effecteurs 

i. L’activation des effecteurs et leur oligomérisation 

L’ancrage à la MOM des protéines effectrices BAK et BAX est différente. En effet, vu que BAK 

est déjà inséré à la MOM, BAX doit déplier son hélice α9 du noyau hydrophobe pour aller 

s’insérer à la MOM. Par la suite, les étapes sont identiques pour les deux effecteurs (Figure 

13) (Uren et al., 2017). La première étape du changement conformationnel des effecteurs est 

le dépliement de l’ hélice α1 (extrémité N-terminale) du reste du corps globulaire (Alsop et al., 

2015). Par la suite, ce sont les parties du corps α2-α5 et α6-α8 qui se détachent (Brouwer et 

al., 2014 ; Czabotar et al., 2013). L’hélice α2, qui contient le domaine BH3, peut alors interagir 

avec d’autres molécules BAK ou BAX activées et leur sillon BH3, pouvant ainsi former des 

homodimères symétriques (Bleicken et al., 2014 ; Dewson et al., 2012, 2008 ; Oh et al., 

2010). Les dimères de BAK et de BAX formés sont amphipathiques. Ainsi, la surface α4-α5 

hydrophobe et les hélices α5 et α6 ont une activité de formation de pore (Griffiths et al., 1999) 

et interagissent avec les lipides de la membrane mitochondriale (Birkinshaw et al., 2021; 

Cowan et al., 2020). De plus, une étude montre que la troncature de BAX avec seulement les 

hélices α2-5, là où se trouve le domaine BH3, en combinaison avec un domaine 

transmembranaire ciblant les mitochondries, serait suffisante pour la dimérisation et la MOMP 

(George et al., 2007).   

Il a été montré que BAK est une protéine capable d’auto-activation. En effet, en utilisant des 

anticorps capables d’activer BAK, des chercheurs ont montré que la protéine BAK activée, et 

non BAX, est capable d’activer d’autres molécules BAK, mais aussi des molécules BAX. 

L'auto-activation par BAK implique notamment des interactions transitoires, car BAK et les 

molécules BAX qu'elle active peuvent se dissocier et s'homo-dimériser. Ainsi, les auteurs 

suggèrent que l'auto-activation par BAK pourrait jouer un rôle important dans l'apoptose, 

notamment en recrutant BAX dans les mitochondries (Iyer et al., 2020). Des anticorps ont été 

généré et sont capables de reconnaître les différents stades d’activation des deux effecteurs. 

Ainsi, il est possible de voir l’activation des effecteurs par ses anticorps en détectant les 

épitopes exposés lors de l’activation. Ainsi, Gavathiotis et ses collaborateurs ont mis en 

évidence l’utilisation de l’anticorps « 6A7 », permettant de reconnaître la partie N-terminale de 

BAX, dans l’hélice α1 qui ne peut être reconnue que lorsque les changements 

conformationnels sont effectués, étant donné que la dissociation de l’hélice α1 est la première 

étape après l’ancrage à la MOM (Gavathiotis et al., 2010). Plus récemment, un panel 

d’anticorps a été testé pour l’activation de BAK, et ce sont les anticorps « Ab-1 » et « G-317 » 

qui ciblent plutôt l’état « pré-activé » de BAK, dans la région N-terminale, dans l’hélice α1, et 

c’est l’anticorps « 7D10 » qui reconnaît et permet aussi d’activer BAK (Alsop et al., 2015 ; 

Iyer et al., 2020). 
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Figure 13 - Changement de conformation de la protéine effectrice BAK lors de son activation et 
formation d’un dimère pour former le pore à la MOM 

L'activation de la protéine BAK permet d’induire un changement de conformation aboutissant à des 

homodimères symétriques. Ainsi, BAK se déplie en séparant l'extrémité N-terminale (α1, bleu) et 

l'extrémité C-terminale (α6-α8, magenta) du noyau α2-α5 (orange, rouge). Les régions hydrophobes du 

noyau et du corps principal s'effondrent alors sur la membrane, tandis que le domaine BH3 exposé (en 

α2) se lie au sillon hydrophobe d'une autre molécule Bak activée. La liaison réciproque entre le domaine 

BH3 et le sillon hydrophobe donne lieu à des homodimères symétriques. Les structures cristallines en 

dessous montrent les principaux changements de conformation impliqués lors du processus. Les 

changements conformationnels sont les mêmes pour l’autre protéine effectrice BAX, à la différence 

qu’elle nécessite une étape en amont pour déloger l’hélice α9 du corps hydrophobe et pouvoir s’insérer 

par la suite dans la MOM. D’après Uren RT, Iyer S et Kluck RM, Philos Trans R Soc Lond B Biol Sci 

(2017).  
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ii. Formation du pore et de la MOMP pour le relargage des facteurs  

Les dimères symétriques peuvent s’assembler pour former les pores (Figure 12). Pendant la 

formation du pore, des parties du dimère peuvent tapisser et stabiliser le pore (Bleicken et 

al., 2014 ; Mandal et al., 2016 ; Dana Westphal et al., 2014) Selon les niveaux de BAK et de 

BAX dans les cellules, une hétérogénéité dans la formation des complexes BAK/BAX et ainsi 

des pores pourra être retrouvée. De plus, bien qu’on ne connaisse pas vraiment combien de 

dimères BAK/BAX sont nécessaires à la formation du pore, des études ont montré que des 

protéines et des lipides semblent capables d'élargir les pores apoptotiques, un processus qui 

assurerait une mort cellulaire rapide (Uren et al., 2017). Des études de super-résolution et de 

microscopie à force atomique ont révélé que BAX peut former différentes formes de pores, 

comme de grandes lignes, des arcs et des anneaux sur la MOM (Salvador-Gallego et al., 

2016). Ces structures peuvent être de taille variable, les formations en arc et en anneau 

générant des pores d'une taille allant de 25 nm à plus de 100 nm (Große et al., 2016 ; Kuwana 

et al., 2002). Ces grands pores pourraient contenir entre 6 à 10 de molécules BAX ou BAK, 

pouvant expliquer une hétérogénéité de la taille des pores dans ces études.  

Physiologiquement, la MOM est perméable à des molécules allant jusqu’à 5kDa (Walther and 

Rapaport, 2009). Lors de la MOMP, les pores formés par BAK et BAX (BOK aussi) laissent 

passer des protéines faisant plus de 100kDa. Ainsi, la MOMP permet le passage par exemple 

du cytochrome c qui fait 12kDa et de SMAC/DIABLO qui fait 22kDa (Tait and Green, 2010). 

Cette étape de MOMP est considérée comme un point de non-retour, puisqu’elle est 

considérée comme irréversible. L’activation de la MOMP cause la ΔΨm. C’est elle qui permet 

de déclencher la cascade d’activation des caspases, permettant in fine la dégradation de la 

cellule (Griffiths et al., 1999 ; Lovell et al., 2008).  

Ainsi, les membres de la famille BCL-2 sont des acteurs majeurs dans l’induction de 

l’apoptose. La compréhension des mécanismes qui sont mis en place lors de ce processus, 

notamment par les interactions entre ces différents membres, est essentielle. De plus, les 

effecteurs BAK et BAX sont indispensables à l’exécution de la mort, et leur régulation peut se 

faire à plusieurs étapes, jusqu’à leur oligomérisation. Pour ce faire, les effecteurs peuvent avoir 

deux modes d’activation (D Westphal et al., 2014). 

4. Mécanisme d’activation des effecteurs 

En réponse à l'augmentation des niveaux stables de protéines BH3-only à l'intérieur de la 

cellule, les protéines pro-apoptotiques effectrices BAK et BAX sont activées, provoquant la 

libération de facteurs tels que le cytochrome c (Tait and Green, 2010). La façon dont ces 

molécules inactives se transforment en véritable « machines à tuer » a fait l'objet d'études 
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intenses. Deux modèles d’activation ont alors été proposés : l’activation directe et l’activation 

indirecte (Doerflinger et al., 2015). 

 

Activation directe  

BAX et BAK peuvent être activés par la liaison directe de certaines protéines BH3-only. Alors 

que les membres de la famille BH3-only se lient facilement aux protéines anti-apoptotiques, 

une interaction de ces dernières avec BAX et BAK a été difficile à mettre en évidence (D 

Westphal et al., 2014). Dans le modèle « hit and run », il a été proposé que la liaison des 

protéines BH3-only aux effecteurs BAX et BAK n'est que transitoire, probablement parce que 

les changements induits dans la conformation des effecteurs conduisent au désengagement 

des protéines activatrices de BAX et BAK (Wei et al., 2000). Les preuves de l'activation directe 

(décrite plus tôt dans le mode 1) proviennent d'un mutant de BID incapable de se lier aux 

protéines anti-apoptotiques mais qui pouvait toujours se lier à BAX et l'activer (Wang et al., 

1996). Depuis lors, plusieurs études ont montré l’implication de la liaison directe et l'activation 

de BAX et BAK par les protéines BH3-only en utilisant des approches biochimiques, 

structurelles ainsi que génétiques (Czabotar et al., 2013 ; Mérino et al., 2009 ; Moldoveanu 

et al., 2013 ; Ren et al., 2010). Cependant, l'activation de BAX et BAK peut également être 

causée par d'autres facteurs tels que des changements dans l'environnement intracellulaire, 

des modifications post-traductionnelles et l'interaction avec des composants de la membrane 

mitochondriale et des protéines ne faisant pas partie de la famille BCL-2 (D Westphal et al., 

2014). Il reste donc à déterminer si l'activation directe de BAX et BAK par les protéines BH3-

only est nécessaire dans toutes les circonstances (Willis et al., 2007). La MOM peut jouer un 

rôle important dans l'activation directe, car deux articles de référence utilisant des protéines 

BCL-2 recombinantes ont montré que BAX et t-BID n'interagissent qu'en présence d'une 

membrane. Après l'insertion dans la membrane, t-BID pourrait alors entraîner l'insertion de 

BAX dans la membrane (Lovell et al., 2008). 

 

Activation indirecte 

L'activation indirecte, ou modèle de « déplacement » (mode 2), a été proposée pour la 

première fois dans deux études importantes. Premièrement, il a été démontré que BAK est 

normalement séquestré par MCL-1 et BCL-XL, mais qu'il est déplacé par les protéines BH3-

only (Willis et al., 2005). Deuxièmement, en opposition directe au modèle d'activation directe, 

il a été démontré que l'apoptose peut être induite par des protéines BH3-only « sensibilisatrices 

» ou des mutants d'« activateurs » incapables de se lier à BAX ou BAK, même dans des 

cellules déficientes pour les 3 protéines activatrices PUMA, BIM et BID (Willis et al., 2007). 

Ceci est cohérent avec l'observation que des protéines telles que BIM et PUMA sont des 

activateurs puissants puisqu’ils montrent une liaison « promiscuous », c’est-à-dire une liaison 
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de haute affinité avec les protéines anti-apoptotiques, alors que les autres protéines BH3-only, 

les sensibilisatrices, sont moins puissantes car elles ne lient qu'un sous-ensemble spécifique 

de protéines de pro-survie (Doerflinger et al., 2015 ; X. Luo et al., 2020). Ces résultats ont 

donné naissance au modèle d'activation indirecte, qui propose que les effecteurs BAX et BAK 

sont constitutivement actifs mais sont normalement séquestrés par les protéines anti-

apoptotiques. Au cours de l'apoptose, les protéines BH3-only se lient aux protéines anti-

apoptotiques et activent indirectement les effecteurs en les déplaçant et les libérant. Bien que 

ce modèle soit cohérent avec l'activation de BAK, il est moins facile d’expliquer l'activation de 

BAX. L'hypothèse a donc été émise qu'une petite fraction de BAX est constitutivement active 

mais est séquestrée par les protéines anti-apoptotiques à la mitochondrie (X. Luo et al., 2020). 

Les protéines BH3-only libèrent le BAX actif, qui à son tour recrute le BAX cytosolique dans 

les mitochondries et l'active par un mécanisme d'auto-activation (Iyer et al., 2020). Cependant, 

cette hypothèse ne tient pas compte de l'origine de la fraction de BAX active et de la pertinence 

physiologique de l'auto-activation. Par conséquent, on peut supposer que si l'activation 

indirecte est le mode d'activation le plus probable pour BAK, des preuves pondérées suggèrent 

que l'activation directe est le scénario le plus probable pour l'activation de BAX (Doerflinger 

et al., 2015). 

 

5. Dérégulation de la famille BCL-2 dans le cancer 

L’expression anormalement élevée des protéines anti-apoptotiques de la famille BCL-2 est 

souvent corrélée avec le développement tumoral et le mauvais pronostic de nombreux cancers 

(Fernald and Kurokawa, 2013). Parmi ces protéines, BCL-2, MCL-1 et BCL-XL sont 

fréquemment surexprimées dans les lymphomes et les leucémies (Czabotar et al., 2014). Les 

régions génomiques contenant les gènes codant pour MCL-1 et BCL-XL sont amplifiées 

somatiquement dans environ 15 % de divers types de tumeurs (Beroukhim et al., 2010). En 

outre, des translocations chromosomiques ou une transcription accrue des gènes peuvent 

entraîner cette surexpression anormale (Certo et al., 2006).  

La translocation t(14;18) est responsable de la surexpression dérégulée de BCL-2 dans le 

lymphome folliculaire (Tsujimoto et al., 1984). Des niveaux élevés de BCL-2 ont aussi été 

détectés dans plusieurs autres hémopathies malignes comme la leucémie lymphoïde 

chronique (LLC), le lymphome diffus à grandes cellules B (DLBCL) et le lymphome à cellules 

du manteau (LCM) (Adams et al., 2018; Ma et al., 2021), ainsi que dans certains cancers 

solides, tels que ceux du cerveau, du sein et du poumon (Kelly and Strasser, 2011). La 

surexpression de BCL-2 rend les cellules malignes résistantes à divers agents anticancéreux, 

qu'ils agissent de manière dépendante ou indépendante de TP53 (Kaloni et al., 2023).  
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Environ 3 % des cancers humains de diverses origines présentent une amplification somatique 

de la région génomique contenant le gène BCL-XL (Beroukhim et al., 2010). BCL-XL joue un 

rôle crucial dans la progression du gliome (Weiler et al., 2006) et du cancer du sein (Martin 

et al., 2004). Les cellules mélanome expriment également des niveaux élevés de BCL-XL 

(Leiter et al., 2000), ce qui les rend sensibles aux inhibiteurs de BCL-XL. Des niveaux élevés 

de BCL-XL ont aussi été observés dans les lymphomes B et T, les lymphomes folliculaires et 

la DLBCL. Les cellules de lymphomes T/NK associés au virus d'Epstein-Barr dépendent de 

BCL-XL pour leur croissance et leur survie (Sejic et al., 2020). De plus, de nombreux cancers 

colorectaux présentent des niveaux élevés de BCL-XL, et son inhibition améliore la réponse à 

la chimiothérapie dans ces cancers (Ramesh et al., 2021). 

MCL-1 est exprimée à des niveaux relativement élevés dans de nombreuses hémopathies 

malignes, comme la leucémie myéloïde aiguë (AML), ainsi que dans les cancers du sein, du 

pancréas, de la prostate, du poumon et de l'ovaire (De Blasio et al., 2018). Environ 12 % des 

cancers humains présentent une amplification somatique de la région contenant le gène MCL-

1 (Beroukhim et al., 2010). Chez la souris, la surexpression de MCL-1 dans les cellules 

hématopoïétiques conduit au développement de malignités lymphoïdes ou myéloïdes 

(Campbell et al., 2010). D’autres études montrent que les cellules d’AML et de cancers 

pulmonaires dépendent de MCL-1 pour leur survie (Glaser et al., 2012 ; Munkhbaatar et al., 

2020).  

Dans le cancer gastrique, des niveaux élevés de BCL-W favorisent la survie, la migration et 

l'invasion des cellules malignes (Bae et al., 2006). BCL-W est aussi exprimé dans les 

adénocarcinomes colorectaux, avec des niveaux plus élevés dans les stades avancés (Wilson 

et al., 2000). Certains lymphomes semblent dépendre de BCL-W pour leur survie (Diepstraten 

et al., 2020).  

La réduction des niveaux des protéines pro-apoptotiques de la famille BCL-2 a également été 

impliquée dans le développement et la résistance aux thérapies de plusieurs cancers. En effet, 

les protéines BH3-only comme BIM ou PUMA présentent des niveaux anormalement bas dans 

divers cancers (Garrison et al., 2008 ; Zantl et al., 2007). Une diminution de l'expression de 

PUMA a également été observée dans le mélanome sous-cutané, ce qui a été corrélé avec 

un mauvais pronostic (Karst et al., 2005). De plus, la down-regulation de BIM, causée par une 

délétion ou une hyper-méthylation du gène, a été signalée dans le LCM (Tagawa et al., 2005) 

et la DLBCL (Mestre-Escorihuela et al., 2007). De faibles niveaux de NOXA et BIM ont 

également été observés dans le cancer du côlon et le cancer du poumon non à petites cellules 

(NSCLC) (Sinicrope et al., 2008). Des études ont rapporté une perte d'expression de BAX 

dans certains cancers humains, y compris les cancers de l'endomètre et du côlon (Miquel et 
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al., 2005 ; Sakuragi et al., 2002). Cependant, la perte combinée de BAX et BAK, qui serait 

nécessaire pour rendre les cellules résistantes à l'apoptose en raison de leur chevauchement 

fonctionnel important, est rarement observée dans les cancers humains, à l'exception de 

certains cas d’AML (Glaser et al., 2012).  

6. Les BH3-mimétiques  

Étant donné la dérégulation fréquente des membres anti-apoptotique de la famille BCL-2 dans 

le cancer, plusieurs sociétés pharmaceutiques ont développé des composés qui imitent les 

protéines BH3-only, les "BH3-mimétiques". Ces molécules organiques se lient avec une 

grande affinité et spécificité au sillon hydrophobe des protéines anti-apoptotiques, les inhibant 

et déplaçant les protéines pro-apoptotiques liées en imitant l'action des protéines BH3-only 

grâce à leur domaine BH3 (Montero and Haq, 2022). L'approbation réglementaire récente du 

vénétoclax pour le traitement de la LLC par la FDA en 2016 marque l'aboutissement de 30 ans 

de recherche dans de nombreux laboratoires à travers le monde. Parmi les étapes clés, on 

peut citer la découverte et le clonage de BCL-2 lors de la translocation t(14;18) dans les 

lymphomes folliculaires, la démonstration que BCL-2 inhibe la mort cellulaire et son expression 

élevée dans la LLC (Delbridge et al., 2016). Les principaux BH3-mimétiques existants sont 

cités dans le tableau ci-dessous (Tableau 3) :  

BH3-mimétique Cible Développeur 

A1210477* MCL-1 Abb-Vie 
AMG-176 MCL-1 Amgen 
AZD-5991 MCL-1 AstraZeneca 
PRT1419 MCL-1 Prelude Therapeutics 

S64315/MIK665 (S63845) MCL-1 Servier/Novartis 
ABT-263 (ABT-737) BCL-2, BCL-XL, BCL-W Abb-Vie 

ABT-199 BCL-2 Abb-Vie 
A1155463* BCL-XL Abb-Vie  
A1331852* BCL-XL Abb-Vie  
WEHI-539* BCL-XL WEHI 

 

Tableau 3 - Les principaux BH3-mimétiques développés 

Liste des principaux BH3-mimétiques existants, avec leur cible et leur développeur (boite 

pharmaceutique). Les BH3-mimétiques suivis d’une * sont ceux qui sont seulement en phase d’étude 

préclinique et qui n’ont pas donné suite pour des essais cliniques. Adapté d’après Montero & Haq 

Cancer Discov (2022).  

Toutefois, bien que des avancées significatives aient été réalisées dans la compréhension des 

protéines de la famille BCL-2 et des agents comme le vénétoclax, d'autres BH3-mimétiques 

sont encore en phase de tests précliniques ou de tests in vitro, ce qui souligne la nécessité de 

poursuivre les recherches pour optimiser les traitements contre divers types de cancers (Dai 

et al., 2016). 
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Une autre notion clé émerge dans la compréhension de la réponse des cellules tumorales à 

ces thérapies : celle du priming mitochondrial (Ryan and Letai, 2013). 

7. Notion de priming mitochondrial 

Le priming, également appelé priming mitochondrial, est régulé par les protéines de la famille 

BCL-2. L'équilibre entre les membres anti-apoptotiques et pro-apoptotiques de la famille BCL-

2 et la disponibilité respective de leurs sites d'interaction déterminent le degré de priming d'une 

cellule et, par conséquent, l'apparition de la MOMP (Potter and Letai, 2016).  Le priming est 

relatif ; plus une cellule est primée, plus le seuil apoptotique et la tolérance aux stimuli 

apoptotiques sont bas. Comme l'apoptose, le priming est affecté par un certain nombre de 

conditions physiologiques telles que la privation de facteurs de croissance, les changements 

de métabolisme ou les aberrations génétiques (Certo et al., 2006). Afin d'éviter l'apoptose, 

une cellule doit exprimer une quantité suffisante de protéines anti-apoptotiques pour se lier et 

inactiver les homologues pro-apoptotiques également présentes (Sarosiek et al., 2013). 

Certo et Letai ont montré que certaines cellules vivent dans un état qui se distingue par leur 

dépendance à l'égard des protéines anti-apoptotiques pour survivre. Ces cellules sont « 

préparées à la mort », c’est-à-dire « primées » car la signalisation de la mort a amené les 

membres anti-apoptotiques à séquestrer des quantités significatives de protéines BH3-only, 

et ce, en fonction de leurs affinités spécifiques. L'inhibition des protéines anti-apoptotiques 

dans ces cellules, mais pas dans les cellules non primées, entraîne l'oligomérisation de 

BAX/BAK et la MOMP. Ils suggèrent qu'il existe trois états fonctionnels distincts en ce qui 

concerne la mort cellulaire programmée : non primé, primé pour la mort et mort. L’état de 

priming de la mort est un continuum, car l'ampleur des protéines BH3-only primant la 

mitochondrie peut, bien sûr, varier continuellement jusqu'à ce que la réserve anti-apoptotique 

soit dépassée, surmontée et que la cellule s'engage dans la mort cellulaire programmée en 

dépassant un certain « seuil apoptotique » (Figure 14) (Certo et al., 2006 ; Letai et al., 2002 

; Sarosiek et al., 2013).   

Le BH3-profiling a été développé comme un outil fonctionnel pour mesurer expérimentalement 

le priming (Certo et al., 2006, p. 20 ; Letai et al., 2002 ; Ryan et al., 2010). Le test utilise des 

peptides BH3 synthétiques dérivés du domaine BH3 des protéines pro-apoptotiques BH3-only 

pour provoquer une réponse de la mitochondrie. Le priming est mesuré par le cytochrome c 

libéré par les mitochondries, induit par la MOMP (Ryan et al., 2016 ; Ryan and Letai, 2013). 

Comme nous l'avons vu précédemment, les protéines BH3-only vont avoir des affinités 

différentes avec les protéines anti-apoptotiques. Les activatrices ont la capacité de se lier à 

toutes les protéines anti-apoptotiques avec des affinités similaires (Chen et al., 2005) alors 
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que les protéines sensibilisatrices vont avoir des liaisons plus sélectives avec  les protéines 

anti-apoptotiques. Par conséquent, la spécificité des peptides BH3 pour les membres anti-

apoptotiques de la famille BCL-2 permet au BH3 profiling de différencier le priming global 

promiscuous (déterminé par l'augmentation de la MOMP après l'exposition à BIM, BID ou 

PUMA) d'une mesure plus sélective de la dépendance anti-apoptotique. Par exemple, si le 

BH3 profiling révèle que le peptide BH3 HRK, sensibilisateur, provoquait une MOMP, cela 

suggérerait que ces cellules sont probablement dépendantes de BCL-XL puisque HRK est un 

antagoniste sélectif de BCL-XL (Certo et al., 2006 ; Letai et al., 2002). Le peptide NOXA/MS1 

est utilisé pour reconnaître la dépendance spécifique à MCL-1 (Opferman, 2016). Les BH3-

mimétiques, qui sont spécifiques pour chaque membre anti-apoptotique, peuvent aussi être 

utilisés pour reconnaître la dépendance. C’est le cas du vénétoclax, qui permet de reconnaître 

spécifiquement la dépendance et le priming des cellules à BCL-2 (Touzeau et al., 2016). 

Lorsqu’un panel de peptides BH3 sélectionnés est utilisé, le BH3-profiling peut permettre 

d’identifier la dépendance spécifique des cellules cancéreuses quelles sont susceptibles 

d’utiliser pour échapper à l’apoptose et fournit ainsi une mesure du degré de préparation de 

cette cellule et ainsi une indication sur le traitement qui pourra être utilisé pour induire 

l’apoptose (Deng et al., 2007). Le priming est en corrélation avec la réponse clinique au 

traitement ; par conséquent, des mécanismes visant à améliorer ce priming seraient 

bénéfiques pour les patients. Les mécanismes visant à améliorer le priming ont conduit au 

développement du BH3-profiling (Potter and Letai, 2016). Les cellules tumorales sont 

prétraitées avec un médicament et l'effet sur le priming est mesuré. Il peut être utilisé pour 

prédire la réponse cytotoxique d'un traitement in vitro, in vivo et, surtout, en clinique (Montero 

et al., 2015). 
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Figure 14 - Notion de priming mitochondrial  

Etat « primé » (primed) et « non primé » (unprimed) de la cellule en réponse à des stimuli apoptotiques. 

Le priming est relatif. Une cellule primée a un seuil apoptotique relativement plus bas qu'une cellule non 

primée. La conduite d’une réponse apoptotique par une molécule comme un BH3 mimétique peut 

provoquer la MOMP dans une cellule primée et non dans une cellule non primée. Ainsi, la MOMP avec 

une × indique qu'il n'y a pas eu de MOMP alors que celle avec un ✓ indique qu'il y a eu perméabilisation 

de la membrane externe mitochondriale. D’après Potter SD et Letai A, Cold Spring Harb Symp Quant 

Biol (2016). 
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Dans le MM, les taux sériques de la protéine M sont mesurés comme indication de la charge 

tumorale (Durie et al., 2006). Le BH3-profiling utilisant les peptides BMF et PUMA pour 

mesurer le priming a été réalisé sur 51 patients atteints de MM avant traitement. Cette étude 

a montré que le priming était corrélé à une diminution de la protéine M et donc de la charge 

tumorale après chimiothérapie. Le priming est également corrélé à de meilleurs résultats 

cliniques pour les patients après chimiothérapie. Les patients hautement sensibilisés ont une 

SSP plus longue que les patients mal sensibilisés (Chonghaile et al., 2011). Bien que les 

cellules de MM soient fortement primées pour la mort cellulaire, c'est-à-dire qu'elles présentent 

un priming mitochondrial élevé, elles parviennent néanmoins à échapper à l'apoptose 

(Punnoose et al., 2016). 

8. Famille BCL-2 et MM 

a. Dérégulation de la famille BCL-2 dans le MM 

Les interactions entre les membres de la famille BCL-2 sont essentielles au devenir des 

cellules. L’échappement à l’apoptose promeut la survie des cellules cancéreuses (Hanahan 

and Weinberg, 2000). Pour comprendre cet échappement à l’apoptose, notamment dans le 

MM, il est essentiel d’étudier l’expression des différents membres de la famille dans ce cancer. 

Tout d’abord, l’équipe a comparé l’expression génique des membres de la famille BCL-2 au 

stade MGUS avec le stade MM. Elle a mis en évidence que parmi les membres anti-

apoptotiques, seul MCL-1 était significativement régulé positivement dans le MM par rapport 

au stade MGUS alors que BCL-2 et BCL-XL restaient inchangés ou légèrement diminués. 

L'expression de toutes les protéines BH3-only n'a pas été modifiée au cours de la progression 

de MGUS vers MM. En revanche, l'expression de BAX et BAK est significativement augmentée 

dans le MM (Gomez-Bougie and Amiot, 2013). La surexpression des effecteurs est 

probablement due aux protéines anti-apoptotiques qui régulent leur expression, et notamment 

l’augmentation de MCL-1, qui forme des complexes majoritairement avec BAK (Gomez-

Bougie et al., 2018). 

Concernant le MM, l’équipe et d’autres ont montré le rôle majoritaire de la protéine anti-

apoptotique MCL1 (Ferrarini et al., 2022). Au moins un tiers des cas de MM sont 

principalement dépendants de MCL-1, tandis que les autres sont soit dépendants de BCL-2, 

soit caractérisés par une co-dépendance BCL-2/MCL-1 (Gomez-Bougie et al., 2018 ; 

Punnoose et al., 2016 ; Slomp et al., 2019 ; Touzeau et al., 2016). En outre, une minorité 

de lignées cellulaires et d'échantillons primaires de MM présentent un certain degré de 

dépendance à la BCL-XL, autant au diagnostic qu’à la rechute (Gomez-Bougie et al., 2018). 

Le gène MCL-1 est situé sur 1q21, qui est amplifié chez 43% au diagnostic à 72% à la rechute 
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des patients atteints de MM. Le gain de copies en 1q21 est en corrélation directe avec 

l'abondance du transcrit MCL-1 et l'expression de la protéine MCL-1 (Slomp et al., 2019). Il 

est important de noter que les plasmocytes provenant de cas d'amplification en 1q21 sont 

particulièrement sensibles à l'inhibition de MCL-1, tout en se révélant relativement résistants 

au vénétoclax (Slomp et al., 2019). Un screening d’ARN interférents dans des échantillons de 

MM montre que MCL-1 est un des gènes les plus importants dans la survie des patients 

(Tiedemann et al., 2012), ce qui a été confirmé par une étude démontrant que plus de 70% 

des HMCLs répondent à l’inhibition de MCL-1 (Gong et al., 2016). Enfin, l’équipe a démontré 

le rôle essentiel de MCL-1 dans la survie du MM puisque la dépendance à MCL-1 passe de 

près de 40% au diagnostic à 70% à la rechute (Gomez-Bougie et al., 2018). D'autre part, les 

cas de dépendance à BCL-2 sont enrichis parmi les MM présentant la translocation 

t(11;14)(q13;q32), qui est détectée dans 20 % des cas. Des rapports d'expression ARNm BCL-

2/MCL-1 et BCL-2/BCL2L1 élevés sont d’ailleurs en corrélation avec la sensibilité au 

vénétoclax (Bodet et al., 2011 ; Gomez-Bougie and Amiot, 2013). 

Concernant les membres pro-apoptotiques, l’équipe a fait une analyse comparative des 4 

sous-groupes majeurs de MM, définis respectivement comme hyperdiploïde (HY) ou les 

translocations récurrentes d’IgH en 11q13 (CCND1), 16q23 (MAF) et 4p16 (MMSET). Ainsi, 

l'analyse des membres pro-apoptotiques a montré que les groupes MAF et MMSET, au 

pronostic le plus défavorable, présentent des niveaux plus élevés de BAX et BAK, 

contrairement au groupe CCDN1, qui exprime les niveaux les plus faibles des deux effecteurs 

(Gomez-Bougie and Amiot, 2013).  

Les protéines BH3-only activatrices (BIM, PUMA, BID) sont exprimées de manière homogène 

dans les 4 sous-types, ce qui suggère qu'indépendamment du sous-type, les cellules de MM 

sont primées à la mort (Gomez-Bougie and Amiot, 2013). Contrairement aux activatrices, les 

sensibilisatrices (BIK, NOXA, BAD) sont exprimées de manière hétérogène dans les différents 

sous-types de MM. Cependant, chaque sous-groupe MM exprime fortement au moins un 

sensibilisateur. En effet, BIK est majoritairement exprimé dans le sous-groupe MAF. De plus, 

NOXA a permis de discriminer le groupe CCND1 des patients hyperdiploïdes et également le 

groupe MMSET des patients MAF avec une expression plus élevée dans les groupes CCND1 

et MMSET. Bien que la différence d'expression de NOXA soit impressionnante entre les 4 

sous-types, son rôle dans la physiopathologie du MM reste à déterminer. Les patients 

hyperdiploïdes ont des niveaux de BAD significativement plus élevés que tous les autres sous-

groupes,  ce qui pourrait s'expliquer par la localisation de BAD sur le chromosome 11q1 car la 

trisomie du chromosome 11 est l'anomalie la plus fréquente dans ce sous-groupe (Gomez-

Bougie and Amiot, 2013). 



 66 

b. Ciblage des protéines de la famille BCL-2 dans le MM  

Les cancers hématologiques, notamment le MM, présentent un fort priming mitochondrial. 

Dans ce type de cancers, l'évasion apoptotique repose sur l'activité de plusieurs protéines anti-

apoptotiques visant à neutraliser de grandes quantités de pro-apoptotiques qui circulent 

dynamiquement entre le cytoplasme et les mitochondries. Le besoin d'un arsenal anti-

apoptotique efficace crée une vulnérabilité spécifique qui est ciblée avec succès par le 

vénétoclax et d'autres BH3-mimétiques. Cette classe de petites molécules, développée au 

début des années 2000, cible l'interface d'interaction entre les membres anti- et pro-

apoptotiques, permettant ainsi à ces derniers de déclencher la cascade apoptotique. Alors que 

dans certains cas une seule protéine anti-apoptotique constitue la seule barrière au 

déclenchement de l'apoptose, dans d'autres, plusieurs membres anti-apoptotiques agissent 

ensemble pour s'opposer à la MOMP (Diepstraten et al., 2022 ; Ferrarini et al., 2022 ; 

Merino et al., 2018). 

i. Ciblage de la protéine BCL-2 par les BH3-mimétiques 

L’utilisation du Vénétoclax (ABT-199) pour cibler BCL-2 en clinique est bien connu, 

puisqu’approuvé par la FDA pour les traitements de patients atteints de la LLC et de l’AML 

(Ma et al., 2021 ; Thol and Ganser, 2020). Du fait de la forte expression de BCL-2 dans le 

sous-groupe CCDN1, il se pose la question de l’efficacité de ce BH3-mimétiques dans le MM. 

Ainsi, il a été démontré que la sensibilité au vénétoclax dans le MM corrèle avec la 

surexpression de BCL-2 (Punnoose et al., 2016). L’équipe a démontré que les patients 

présentant une t(11 ;14) et un ratio BCL-2/MCL-1 ou BCL-2/BCL-XL élevé répondent au 

vénétoclax. Ceci s’explique par une mort induite par le décrochage de BIM de BCL-2 entrainant 

une mort caspase-dépendante (Touzeau et al., 2014).  De plus, une forte expression de MCL-

1 est corrélée avec la résistance au vénétoclax. Le laboratoire a mis en évidence que cibler 

les cellules avec le vénétoclax et le S63845 (BH3 mimétique ciblant MCL-1) induit la mort des 

cellules étant résistantes pour l’un ou l’autre de ses inhibiteurs seuls (Seiller et al., 2020). Des 

essais cliniques utilisant le vénétoclax sont actuellement en cours. L’essai NCT02755597 a 

donné de très bons résultats avec un taux de réponse à 84% sur la combinaison 

Vénétoclax/Bortézomib/Dexaméthasone (Kumar et al., 2020). Un autre essai de phase 1, 

NCT01794507, a aussi étudié chez des patients atteints de MM en rechute/réfractaire cette 

même combinaison.  Le taux de réponse global est de 67 %. Les patients avec une expression 

élevée de BCL-2 avaient une réponse globale plus élevée (94 %) que les patients avec une 

faible expression de BCL-2 (59 %) (Moreau et al., 2017). Ces deux essais ont permis d’établir 

très récemment un nouvel essai clinique (NCT03123029) pour donner du vénétoclax seul aux 

patients. Enfin, un autre essai clinique, le NCT02899052, étude de phase 2 se base sur 
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l’utilisation du vénétoclax en combinaison avec du carfilzomib et de la dexaméthasone chez 

les patients réfractaires ou en rechute d’un MM, et a montré un taux de réponse global à 80% 

chez tous les patients et 92% chez les patients présentant une t(11 ;14). Le taux de réponse 

complète est de 41% avec une survie médiane sans progression de 22,8 mois (Costa et al., 

2021). L’utilisation du vénétoclax en combinaison avec des PI, IMiDs ou encore avec du 

daratumumab ou de la dexaméthasone lors de ses différents essais semble donc très 

prometteuse quant à la future utilisation de ce BH3-mimétique, notamment chez les patients 

avec une t(11 ;14) (Aksoy et al., 2023).  

Un autre inhibiteur de BCL-2, l’APG2575 a récemment montré son efficacité dans la DLBCL. 

Il a notamment montré une forte activité pour les cellules avec une forte expression de BCL-2 

et une régulation positive de la protéine BIM (Q. Luo et al., 2020). De ce fait, un essai clinique 

est en cours avec cet inhibiteur chez les patients en rechute d’un MM, en combinaison avec 

de la dexaméthasone et du daratumumab et du lénalidomide ou du pomalidomide 

(NCT04942067).  

L’ABT-737, ainsi que son analogue, le navitoclax (ABT-263) sont des BH3-mimétiques 

développés pour inhiber à la fois BCL-2, BCL-XL et BCL-W (Oltersdorf et al., 2005). Ces 

inhibiteurs permettent d’induire la mort de cellules de MM (Ackler et al., 2010 ; Bodet et al., 

2011; Kline et al., 2007). De plus, l’efficacité de l’ABT-737 a été démontrée sur des cellules 

de patients de MM résistantes à différentes thérapies, comme le bortézomib, le melphalan ou 

encore la dexaméthasone (Chauhan et al., 2007 ; Trudel et al., 2007). Malheureusement, 

leur utilisation en clinique ne peut pas se faire en raison de thrombocytopénie causée par 

l’inhibition de BCL-XL.  

Enfin, pour contrecarrer la thrombocytopénie induite par l’inhibition de BCL-XL en même temps 

que BCL-2, un autre inhibiteur spécifique de BCL-2 a été développé, le LOXO-338 et est en 

phase d’essai clinique dans plusieurs cancers hématologiques, dont le MM (NCT05024045). 

ii.  Ciblage de la protéine MCL-1 par les BH3-mimétiques 

Etant donné le rôle de la protéine MCL-1 dans la survie des cellules de MM, et le fait que les 

patients ayant une amplification 1q surexpriment d’autant plus cette protéine (Slomp et al., 

2019), il est d’un intérêt majeur de pouvoir cibler MCL-1. C’est pourquoi plusieurs BH3-

mimétiques ciblant MCL-1 ont été développés au cours de ces dernières années. C’est le cas 

de l’A1210477 (Leverson et al., 2015), du S63845 (Kotschy et al., 2016), de l’AMG176 

(Caenepeel et al., 2018) et de l’AZD5991, par exemple (Tron et al., 2018). Cependant, pour 

cause d’une toxicité cardiaque, ces BH3-mimétiques ne sont pas utilisés en clinique, 

notamment dans le traitement du MM. 
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Le BH3-mimétique S63845 a montré une très haute affinité pour MCL-1. Ainsi, les chercheurs 

ont démontré son efficacité à induire la mort dans plusieurs cancers, et notamment dans le 

MM (Kotschy et al., 2016). Notre équipe a montré que des lignées de MM TP53-/- ont une 

expression diminuée de BAX, et que cette perte de BAX est liée à une résistance au S63845. 

La réponse au S63845 semble donc BAX dépendante dans des cellules TP53 sauvages (WT) 

(Durand et al., 2023).  De plus, notre équipe et d’autres ont démontré que l’utilisation du 

S63845 avec le vénétoclax permet une forte synergie dans la mort induite à la fois dans les 

lignées de MM, mais aussi sur des cellules de patients (Algarín et al., 2020 ; Seiller et al., 

2020). Mais du fait de sa forte toxicité cardiaque, le S63845 n’a pas pu aller jusqu’en clinique.  

D’autre part, AstraZenaca a développé l’AZD5991. Cet inhibiteur déclenche l’apoptose en 

libérant la protéine effectrice BAK de MCL-1 pour induire une mort dépendante de la 

mitochondrie dans le MM (Tron et al., 2018).  

On retrouve aussi les deux inhibiteurs développés par Amgen, l’AMG-397 (murizatoclax) et 

l’AMG-176 (tapotoclax). En inhibant MCL-1, ces deux molécules inhibent le complexe entre 

MCL-1 et BIM, déclenchant l’activité des caspases 3 et 7 pour induire la mort (Wei et al., 

2020). Un essai clinique pour l’AMG-397 dans le MM a eu lieu (NCT03465540) mais a été 

arrêté pour des raisons stratégiques pour mieux se concentrer sur l’AMG-176. En effet, il 

semble avoir une meilleure affinité pour MCL-1 que l’AMG-397 et moins d’affinité pour les 

protéines BCL-2 et BCL-XL (Caenepeel et al., 2018). Malheureusement, l’essai clinique sur 

cette molécule a aussi été stoppé en raison de cardiotoxicité (NCT02675452). 

Enfin, très récemment, un nouvel inhibiteur de MCL-1 a été développé : le PRT1419. Cet 

inhibiteur est très sélectif de MCL-1 et permet de bloquer son interaction avec BIM. Un essai 

clinique est en cours dans plusieurs tumeurs solides (NCT04837677). 

Il semble donc complexe de cibler MCL-1 dans le MM, étant donné la dépendance des 

cardiomyocytes à MCL-1 (Wang et al., 2021).  
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iii. Ciblage de la protéine BCL-XL par les BH3-mimétiques 

Il a été démontré que de nombreuses cellules cancéreuses dépendent de BCL-XL pour leur 

survie, ce qui a conduit au développement des BH3-mimétiques ciblant BCL-XL, comme le 

WEHI-539 (Lessene et al., 2013). Cependant, il n’existe pas d’études de cet inhibiteur dans 

le MM. Par la suite, deux autres molécules, aussi sélectives pour BCL-XL, ont été 

développées : le A1155463 et le A1331852. L’équipe a testé ces deux molécules, et très peu 

de HMCLs sont sensibles (21%) (Gomez-Bougie et al., 2018). L’utilisation de l’ABT-737 et le 

navitoclax, ciblant à la fois BCL-2 et BCL-XL ont montré leur efficacité dans le MM, bien que 

ces molécules ne puissent pas être utilisées en clinique (Bodet et al., 2011).  

L’activité anticancéreuse encourageante de l’inhibition de BCL-2 et BCL-XL n’a cependant pas 

été ignorée et les sociétés pharmaceutiques développent de nouveaux inhibiteurs doubles. 

Premièrement, l'APG-1252 (pelcitoclax) induit une cytotoxicité et réduit la viabilité des lignées 

cellulaires MM résistantes au vénétoclax (Yamamoto et al., 2021). Plus récemment, le LP-

118 a été conçu avec une structure spécifiquement modifiée pour optimiser son affinité pour 

BCL-XL, dans l'espoir que cela empêchera la toxicité provoquée par le navitoclax (Fonseca 

et al., 2022). Le LP-118 a montré une forte activité anticancéreuse dans les cellules de MM 

primaires et dans les HMCLs résistantes au vénétoclax. Un essai de phase I en cours évalue 

l’inhibiteur chez les patients en rechute ou réfractaires d’un MM, des patients atteints d’AML 

ou de leucémie aiguë lymphoblastique (NCT04771572). Si cet essai progresse vers des 

phases ultérieures, il est possible que le LP-118 réduise l'incidence de la thrombocytopénie 

par rapport au navitoclax chez les patients atteints d'une maladie hématologique. Cela 

constituerait une preuve de principe importante selon laquelle la thrombocytopénie ciblée peut 

être réduite par des modifications des BH3-mimétiques basées sur la structure qui améliorent 

la sélectivité. De nouvelles technologies peuvent aussi être envisagées pour cibler BCL-XL. 

iv. Ciblage de la protéine BCL-XL par la technologie PROTAC  

Les PROTACs (PROteolysis-TArgeting Chimeras) sont des molécules hétéro-bifonctionnelles 

qui favorisent la dégradation sélective et rapide de protéines intracellulaires par le protéasome 

en recrutant les complexes E3 ligases sur les substrats protéiques (Negi and Voisin-Chiret, 

2022). 

Le concept de PROTAC a été décrit pour la première fois dans les années 2000 par Zhou, 

Howley et leurs collaborateurs (Zhou et al., 2000). L’objectif du PROTAC est de créer une 

molécule chimérique qui relie une protéine cible à une E3 ligase.  



 70 

D'un point de vue chimique, le PROTAC comprend deux pharmacophores distincts, qui sont 

reliés entre eux par un lien (« linker »). La structure d’un PROTAC ciblant BCL-XL contient un 

pharmacophore à une extrémité qui l'aide à se lier à la protéine BCL-XL, tandis que l'autre 

pharmacophore de l'autre côté se lie à l’E3 ligase. La liaison ultérieure de PROTAC à BCL-XL 

et l’E3-ligase amène l’E3 ligase à proximité de la protéine BCL-XL, ce qui favorise le transfert 

d'unités d'ubiquitine (Ub) vers les aa lysine exposés présents à la surface de la protéine BCL-

XL. Le succès d'une molécule PROTAC repose sur sa capacité à former un complexe ternaire 

(dans ce cas, BCL-XL:PROTAC:E3-Ligase) (Figure 15A, Negi and Voisin-Chiret, 2022). Pour 

le ciblage spécifique de BCL-XL, l'accent a été mis sur le choix des ligands des E3 ligases, car 

l'expression des E3 ligases est spécifique à chaque cellule (Bricelj et al., 2021). Un niveau 

faible d'enzymes E3 ligase Von Hippel-Landau (VHL), a été trouvé dans les plaquettes 

humaines. Cette découverte a conduit les chercheurs à incorporer des ligands de VHL dans 

la stratégie du PROTAC ciblant BCL-XL afin de réduire la toxicité plaquettaire ciblée (Khan et 

al., 2019). 

Les avantages que l’on peut donner à un PROTAC par rapport à un BH3-mimétique est le fait 

qu’il agisse de manière catalytique pour induire la dégradation d’une protéine cible. Le 

PROTAC est spécifique de sa cible et a généralement une activité plus longue mais une 

toxicité moindre que les inhibiteurs traditionnels, comme les BH3-mimétiques par exemple  

(Sakamoto, 2010, 2005). Comme les PROTACs s'appuient sur les E3 ligases pour induire la 

dégradation des protéines, il leur est possible d'atteindre une sélectivité cellulaire/tissulaire 

même lorsque leurs protéines cibles sont exprimées de manière ubiquitaire. Ils peuvent 

atteindre une telle sélectivité en ciblant les protéines sur une E3 ligase qui est exprimée de 

manière différentielle dans les cellules tumorales par rapport aux tissus normaux (Bondeson 

et al., 2015 ; Huang et al., 2018 ; Lai et al., 2016 ; Lu et al., 2015 ; Raina et al., 2016 ; Saenz 

et al., 2017 ; Winter et al., 2015). 

C’est en 2019 que Khan et ses collaborateurs étudient un PROTAC qui cible BCL-XL, le 

DT2216. Le but du développement de ce PROTAC était de pouvoir inhiber BCL-XL en le 

dégradant afin de s’affranchir des effets de thrombocytopénies observés lors de l’utilisation 

d’un BH3-mimétique, comme l’ABT-263 (Khan et al., 2019). 

Ainsi, ils montrent que le DT2216 a une activité anti-tumorale plus important mais une toxicité 

plaquettaire réduite par rapport à l’ABT-263. Le test NanoBRET a mesuré la capacité du 

DT2216 à former des complexes ternaires avec les protéines BCL-XL et BCL-2 dans des 

cellules vivantes. Un complexe ternaire a été observé pour BCL-XL mais pas pour BCL-2, bien 

que le DT2216 ait montré une affinité de liaison plus élevée pour la protéine BCL-2 que pour 

BCL-XL (Negi and Voisin-Chiret, 2022). En effet, le DT2216 est composé de l’ABT-263, qui 



 71 

cible donc spécifiquement BCL-XL, et du ligand qui reconnaît spécifiquement VHL. La protéine 

VHL fait partie du complexe E3 ubiquitine ligase VBC-Cul2. (Figure 15B). Le DT2216 cible 

ainsi directement BCL-XL, exprimé dans les cellules cancéreuses, tout en préservant les 

plaquettes (Khan et al., 2019). L’utilisation du DT2216 fait d’ailleurs l’objet d’un essai clinique 

en phase I dans des tumeurs malignes solides et hématologiques (NCT04886622). 

D’autres études ont été menées, notamment sur des cancers hématologiques. En effet, de 

faibles doses de DT2216 ont permis d’induire la mort cellulaire dans les lymphomes à cellules 

T dépendants de BCL-XL in vitro et in vivo, ainsi que des cellules de leucémie lymphoblastique 

aiguë à cellules T (He et al., 2020 ; Jaiswal et al., 2023). Outre l'intérêt du DT2216 pour cibler 

les cellules cancéreuses dont la survie dépend de BCL-XL, il a été récemment démontré que 

le DT2216 pouvait améliorer l'immunothérapie du cancer en éliminant les cellules T 

régulatrices (Kolb et al., 2021). 
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Figure 15 - Mécanisme d’action d’un PROTAC et structure du PROTAC DT2216 ciblant la protéine 
BCL-XL 

 
(A) Représentation schématique et mécanisme impliqué dans la dégradation ciblée des protéines par 

les PROTACs. En 1, étape de conception du PROTAC : Le ligand lie la protéine d'intérêt (POI) et la E3 

ligase par l'intermédiaire du linker. En 2, formation d'un complexe ternaire, le PROTAC recrute la POI 

vers la E3 ligase. En 3, il y a polyubiquitination. En effet, l'ubiquitine (Ub) est ajoutée aux résidus Lysines 

de la POI. En 4, il y a dégradation de la cible. L’UB-POI est dégradé par le protéasome. Adapté d’après 

Negi A & Voisin-Chiret AS, ChemBioChem (2022). (B) Structure du PROTAC DT2216 qui contient un 

linker (en noir) avec de part et d’autre l’E3 ligase VHL (en bleu) et l’ABT-263 (en rose) qui reconnaît la 

protéine d’intérêt qui est BCL-XL. 

 

ABT-263  

Linker 

Ligand de VHL 

(B) 



 73 

v. Ciblage des effecteurs BAK et BAX  

Étant donné que BAX et BAK sont les effecteurs critiques de l'apoptose, il est possible que 

des agents perméables à la membrane plasmique qui peuvent activer ces protéines soient 

efficaces dans le traitement du cancer.  

Un des premiers activateurs à avoir été identifié est un activateur de BAX : le BTSA1. Cette 

molécule a été découverte dans le cas d’une étude sur l’AML. Les chercheurs montrent dans 

plusieurs lignées cellulaires mais aussi dans des échantillons de patients que le BTSA1 permet 

l’activation de BAX, ce qui permet in fine l’apoptose (Reyna et al., 2017). 

Néanmoins, d’après le groupe d’Iyer, le fait de cibler directement BAK plutôt que BAX pourrait 

s'avérer particulièrement efficace pour empêcher l'apoptose non désirée ou, au contraire, pour 

induire l'apoptose dans les cellules cancéreuses. En effet, ils ont démontré grâce à l’anticorps 

7D10 que quand on active la protéine BAK avec cet anticorps, BAK est capable d’aller auto-

activer d’autres molécules de BAK mais aussi de BAX pour induire la mort. Ce qui n’est pas 

observé lorsque l’on active BAX avec un anticorps, comme le 6A7 (Iyer et al., 2020). 

D’un autre côté, des agents qui inhibent directement l'activité de BAX ont été développés, 

notamment le MSN-125. Cet agent peut protéger les neurones contre les dommages toxiques 

in vitro. Ces agents doivent encore être optimisés avant de faire l'objet d'essais cliniques. Le 

développement de ces agents et d'autres devraient offrir de nouvelles possibilités pour 

inverser la progression des maladies due à une apoptose excessive, comme les maladies 

neurodégénératives (Niu et al., 2017). 

De plus, l’émergence de protéines comme de nouveaux régulateurs de l’apoptose semblent 

être de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles. C’est le cas notamment de la famille des 

VDACs, qui semblent jouer un rôle important dans l’apoptose en interagissant directement 

avec les membres de la famille BCL-2. En effet, un des objectifs majeurs de ma thèse est de 

comprendre comment VDAC2 régule les membres de la famille BCL-2 dans le contexte du 

MM, et plus particulièrement la régulation des effecteurs BAK et BAX. 
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III)  Les canaux mitochondriaux VDACs 

a. Introduction des canaux VDACs 

1. Origine 

Les VDACs (Voltage Dependent Anion Channels) sont également connus sous le nom de 

porines mitochondriales. Ils ont été découverts dans la membrane mitochondriale externe il y 

a presque 50 ans lorsque Schein et ses collaborateurs ont détecté une activité de formation 

de pore dans un extrait de mitochondries de la paramécie (Paramecium tetraurelia) (Schein 

et al., 1976). Après cette découverte, de nombreuses données sur les autres organismes 

vivants ont été publiés, et on ne parlait à l’époque que de la porine « VDAC ». Toutes ses 

études ont permis de dire que VDAC est une protéine qui présente des caractéristiques 

fonctionnelles et structurelles très bien conservées au cours de l’évolution, montrant son rôle 

important (Benz, 1994 ; Colombini et al., 1996). Plusieurs protéines VDACs auraient pu 

évoluer au cours du temps et la 1ère forme découverte est en 1993, lors d’un criblage génétique 

d’une bibliothèque d’ADNc. Ainsi, on lui donna le nom de VDAC1. La même année, VDAC2 fu 

isolée, puis l’année suivante VDAC3 (Blachly-Dyson et al., 1994, 1993 ; Ha et al., 1993). 

Même si VDAC1 est la première protéine à avoir été bien caractérisée et que par la suite, on 

a donné aux autres protéines caractérisées les noms VDAC2, VDAC3, VDACn…, l’hypothèse 

est que VDAC3 est la protéine la plus ancienne. Il y aurait eu au cours de l’évolution chez les 

mammifères une divergence entre VDAC3 et VDAC1/2 il y a 365 ± 60 Millions d’Années (MA), 

tandis que la divergence entre VDAC1 et VDAC2 serait de 289 ± 63 MA (Mannella, 1996 ; 

Runke et al., 2000). VDAC1 peut donc être considérée comme la porine mitochondriale la 

plus récente, et c’est à l’heure actuelle la plus étudiée et la mieux comprise parmi les 3 porines 

(Young et al., 2007). 

2. Structure 

 
Organisation génique 
 
Si les protéines VDAC1, VDAC2 et VDAC3 se ressemblent beaucoup, d’un point de vue de 

leur séquence et de leur structure, on ne peut pour autant pas parler d’isoformes. En effet, ces 

3 protéines sont codées par des gènes que l’on retrouve sur 3 chromosomes différents. Mais 

dans toutes les publications sur les VDACs, le terme « d’isoforme » est employé pour parler 

de VDAC1, 2 et 3. 

 
La toute première publication sur la localisation des gènes humains VDAC1 et VDAC2 

(hVDAC1 et hVDAC2) avait révélé une localisation respective sur les chromosomes X et 21 
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(Blachly-Dyson et al., 1994). Mais en 1999, Messina et ses collaborateurs montrent par la 

technique FISH que finalement le hVDAC1 est sur le chromosome 5 et le hVDAC2 sur le 

chromosome 10 (Messina et al., 1999). Quelques années plus tard, ils montrent la localisation 

du gène VDAC3 humain (hVDAC3) sur le chromosome 8 (Messina et al., 2012).  

 
Les mammifères, notamment l’Homme et la souris qui sont très étudiés pour les VDACs, ont 

la même organisation de ses gènes. En effet, VDAC1 et VDAC3 comportent 9 exons, tandis 

que VDAC2 en a 10 (Figure 16). L’exon supplémentaire dans la séquence de VDAC2 

s’explique par 11 à 12 acides aminés supplémentaires que l’on retrouve dans l’extension N-

terminale (Messina et al., 2012 ; Raghavan et al., 2012 ; Sampson et al., 1996). Il existe 

70% d’identité de séquence nucléotidique entre les VDACs humains (hVDACs), et près de 

90% de similitudes entre les VDACs humains et ceux de la souris (mVDACs) (Sampson et 

al., 1996a).  

 
 

 
 
 

Figure 16 - Organisation génique des VDACs humains 

Les séquences géniques ne sont pas représentées à l’échelle. VDAC1 et VDAC3 ont 9 exons, et VDAC2 

en comporte 10. Les codons de départ sont indiqués par « l’ATG ». L’ATG se trouve dans le 2
ème

 exon 

pour tous les VDACs. Les régions traduites sont remplies en noir et les régions non traduites sont 

laissées en blanc. Adapté d’après Raghavan A, Sheiko T, Graham BH et Craigen WJ, Biochim Biophys 

Acta (2012). 
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Les recherches sur les gènes des VDACs chez l'Homme et la souris ont révélé l'existence de 

variants d'épissage alternatifs, apportant des informations importantes sur la diversité et la 

complexité de ces gènes (Zinghirino et al., 2021). Ces chercheurs ont fait l'analyse des 

séquences des transcrits humains de VDACs grâce aux bases de données publiques, telles 

qu'ENSEMBL et GenBank, via le Genome Browser de UCSC. Pour le gène humain VDAC1, 

deux exons supplémentaires ont été identifiés dans la région non traduite 5' (5'-UTR), 

suggérant la présence de deux variants de transcrits (Ha et al., 1993). Il y aurait jusqu’à 5 

transcrits différents pour VDAC1. Cependant, ces variants ne modifient pas la séquence 

d'acides aminés et donneront in fine la même protéine (Raghavan et al., 2012 ; Zinghirino et 

al., 2021). Le gène VDAC2 humain contient un exon 2 supplémentaire, ce qui entraîne une 

séquence N-terminale plus longue de 11 acides aminés (Ha et al., 1993). Cette caractéristique 

a été conservée au cours de l'évolution des mammifères, bien qu'elle soit absente chez 

certaines espèces. Ainsi, on peut retrouver jusqu’à 14 transcrits différents de VDAC2, et 3 

transcrits semblent pouvoir former une protéine (Zinghirino et al., 2021, 2020). Pour le gène 

VDAC3 humain, on retrouve jusqu’à 12 transcrits différents. Un transcrit alternatif a été 

découvert dans divers tissus. Il commence par un codon ATG supplémentaire situé entre les 

exons 3 et 4 et est traduit en une protéine plus courte et tronquée, possédant des 

caractéristiques similaires aux deux autres isoformes (Sampson et al., 1998). Cette étude des 

gènes VDACs et de leurs variants de transcrits chez l'Homme révèle une complexité génétique 

significative, avec des implications pour la compréhension de la régulation des protéines 

VDAC et leurs rôles (Zinghirino et al., 2021). De plus, des études sur l’activité 

transcriptionnelle des 3 VDACs a permis de montrer que c’est le promoteur de VDAC3 qui a 

la plus forte activité transcriptionnelle tandis que VDAC1 présente l’activité la plus faible. Le 

promoteur de VDAC1 est le moins méthylé, tandis que celui de VDAC2 est fortement méthylé 

(Zinghirino et al., 2021). 

Structure protéique 
 
Les protéines VDACs sont des protéines qui font environ 30 à 35kDa. La séquence principale 

des VDACs fait 285 acides aminés, et VDAC2 présente 11 à 12 acides aminés en plus dans 

son extension N-terminale. Les VDACs partagent environ 70% de similitude dans leur 

séquence nucléotidique. Leur structure en 3D a permis de montrer que ce sont des canaux 

transmembranaires, constitués de 19 feuillets β et une région N-terminale constituant une 

hélice α (Bayrhuber et al., 2008 ; De Pinto et al., 2008, 2007 ; Hiller et al., 2008).Tous les 

feuillets β sont antiparallèles, sauf les feuillets 1 et 19, qui ferment le tonneau (« barrel ») avec 

leurs feuillets parallèles (Hiller et al., 2010).  Une des particularités de VDAC2 par rapport à 

VDAC1 et VDAC3 est que cette protéine a un enrichissement de cystéines dans sa séquence 

et notamment dans sa région N-terminale (Naghdi et al., 2015). 
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Tout d’abord, il y a eu la cristallisation VDAC1 à la fois chez l’Homme (Hosaka et al., 2017) et 

chez la souris (Ujwal et al., 2008). Il a été montré que le repliement (« folding ») de VDAC1 

est très conservé entre l’Homme et la souris. La structure de VDAC2 a été cristallisée chez le 

poisson zèbre (Schredelseker et al., 2014) et caractérisée chez l’Homme, sans pour autant 

avoir une structure cristallisée (Eddy et al., 2019). VDAC3 n’a été modalisé qu’avec des outils 

prédictifs en se servant de la structure de VDAC1 (Queralt-Martín et al., 2020) (Figure 17). 

 
 
 

 
 
 
 
Figure 17 - Structures 3D des protéines VDAC1, VDAC2 et VDAC3 
 
Chez les mammifères, les protéines VDACs sont constituées de 19 feuillets β et une hélice α N-

terminale. Elles sont transmembranaires et s’intègrent dans la MOM. (A) Structure cristallisée du 

VDAC1 humain. Vue en parallèle (gauche) ou perpendiculaire (droite) à la membrane plasmique. La 

partie N-terminale est indiquée par la lettre « N » et les sphères rouges correspondent à des molécules 

d’eau. Adapté d’après Hosaka T et al Protein Sci (2017). (B) Structure cristallisée du VDAC1 chez la 

souris. Vue en parallèle (gauche) ou perpendiculaire (droite) à la membrane plasmique. La structure de 

la protéine mVDAC1 est colorée allant du bleu au N-terminal au rouge au niveau du C-terminal. Adapté 

d’après Ujwal R et al Proc Natl Acad Sci USA (2008). (C) Structure cristallisée de VDAC2 chez le 

poisson zèbre. Vue en parallèle (gauche) ou perpendiculaire (droite) à la membrane plasmique. La 

structure de la protéine est colorée allant du N-terminal (bleu) au C-terminal (rouge). Adapté d’après 

Schredelseker J et al J Biol Chem (2014). (D) Représentation schématique de la structure de VDAC1 

chez la souris (en vert) superposée à un modèle de VDAC3 humain (en bleu). Vue en parallèle (gauche) 

ou perpendiculaire (droite) à la membrane plasmique. Les résidus cystéines sont représentés par des 

sphères. Adapté d’après Queralt-Martin M et al J Gen Physiol (2020). 
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3. Expression  
 
Les premières informations sur l'expression tissulaire spécifique des VDACs chez les 

mammifères ont été obtenues par des expériences de Northern blot et de RT-PCR dans les 

années 1990. Il a été observé un niveau comparable de transcrits VDACs dans presque tous 

les tissus humains et murins, avec pour les deux espèces une prédominance de VDAC1. Ainsi, 

ils ont montré qu’il y avait une grande quantité de transcrits de VDAC1 et VDAC2 dans le 

cerveau, le muscle squelettique, le cœur, le système digestif et le système reproducteur  (Ha 

et al., 1993; Sampson et al., 1996a, p. 199). 

 
De plus, VDAC2 et VDAC3 sont fortement exprimés dans les organes reproducteurs, dans 

des endroits spécifiques des spermatozoïdes et des ovocytes, tandis que VDAC1 est 

exclusivement présent dans les régions nécessaires au développement des gamètes, c'est-à-

dire dans les cellules de Sertoli (De Pinto et al., 2008 ; Hinsch et al., 2001). 

 
À ce jour, les informations disponibles sur les niveaux de VDACs sont principalement liées à 

l'étude des changements entre les conditions physiologiques et pathologiques. Ces données 

sont issues de nombreux projets sur des données de séquençage à haut débit et de données 

transcriptomiques, sur les VDACs humains et de souris (Baldarelli et al., 2021 ; GTEx 

Consortium, 2015 ; Zinghirino et al., 2021, 2020). Ainsi, l’expression ubiquitaire des VDACs 

dans les tissus humains a été confirmée, surtout dans le muscle squelettique et le cœur. En 

général, le niveau d’ARNm de VDAC1 reste le plus important, suivi de près par VDAC2, et 

VDAC3 est moins exprimé à l’exception des testicules où VDAC3 est le plus exprimé. La forte 

expression de VDAC1 peut aussi être expliquée par le fait de la faible méthylation de son 

promoteur (Figure 18, Zinghirino et al., 2020). 
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Figure 18 - Expression des gènes des VDACs chez l'Homme dans différents tissus 

Le niveau d'expression des gènes VDAC de l'homme dans les tissus les plus courants est obtenu à 

partir de Genotype-tissue expression (GTEx) lié à l'Atlas d'expression de EMBL-EBI open science 

ressource (https://www.ebi.ac.uk/gxa/home) D’après Zinghirino et al Front Physiol (2021). 

 
 
 
 

b. Les différentes fonctions des VDACs 
 
Les protéines VDACs sont considérées comme les protéines les plus abondantes à la MOM. 

De ce fait, elles ont un rôle majeur à la mitochondrie et sont importantes dans la régulation 

métabolique, dans les flux ioniques, mais aussi dans l’apoptose et dans la régulation des 

organes reproducteurs (Heslop et al., 2021). 

 
1. Fonction physiologique et électrophysiologique  

  

D’un point de vue physiologique, VDAC2 et VDAC3 semblent jouer un rôle dans la mobilité 

des spermatozoïdes. En effet, une équipe a montré que VDAC2 et VDAC3 ont un rôle essentiel 

pour maintenir l'interaction entre les mitochondries et le cytosquelette et pour stabiliser les 

spermatozoïdes pendant leur motilité (Liu et al., 2011 ; Triphan et al., 2008). 
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Comme tout canal, les protéines VDACs sont définies par leur capacité à être en conformation 

canal « ouverte » ou « fermée », qui définira le passage des molécules au travers du canal. 

Elles sont aussi définies par leur conductance, c’est-à-dire leur capacité à faire traverser les 

ions par leur pore aqueux. Les canaux VDACs sont insérés dans la MOM, où la membrane 

est non polarisée voire faiblement polarisée. Cela leur permet de rester dans une conformation 

ouverte, avec une haute conductance. Des potentiels de membranes à la fois positifs ou 

négatifs peuvent induire des changements de conformation vers un état fermé qui conduira à 

une conductance inférieure (Zhang and Colombini, 1990, 1989). 

 
Actuellement, il n’est pas encore possible de déterminer les potentiels de membrane à travers 

la MOM dans des cellules vivantes, mais des chercheurs ont fait l’hypothèse qu’il existe une 

polarisation de la MOM (Lemeshko, 2021). Cela pourrait notamment s’expliquer par la 

différence de pH entre le cytosol et l’IMS qui est de 0.6 et qui correspondrait à un potentiel de 

membrane d’environ -15mV (Porcelli et al., 2005). Ainsi, il est possible que le voltage 

contribue à l’ouverture des VDACs (Zizi et al., 1998). 

 
Plusieurs groupes ont donc montré que les canaux VDACs vont être sélectifs pour les anions 

quand le canal est en conformation « ouverte », et ils vont être sélectifs aux petits cations, 

comme le sodium (Na+), le potassium (K+) et le Ca2+ quand le canal est en conformation 

« fermée » (Choudhary et al., 2010 ; Colombini, 2016, 2012 ; Sander et al., 2021 ; Tan and 

Colombini, 2007 ; Villinger et al., 2014). Le diamètre d’ouverture du pore est de 3.1 – 3.5 nm 

dans la MOM quand le canal est en conformation ouverte, permettant le passage de molécules 

allant jusqu’à environ 5kDa (Colombini, 1980 ; Mannella, 2021).  

 

Quand le canal est fermé, ce diamètre diminue, d’où le fait que seules de petites molécules 

comme certains cations peuvent passer. La fermeture des VDACs augmenterait le flux de Ca2+ 

jusqu’à 10 fois (Tan and Colombini, 2007). Seuls VDAC1 et VDAC2 semblent impliqués dans 

la signalisation calcique à ce jour (Sander et al., 2021b).  Il reste encore des choses inconnues 

concernant ses flux de Ca2+. En effet, un flux élevé de Ca2+ qui passe au travers des VDACs 

à la MOM n’est pas corrélé à une augmentation de la teneur en Ca2+ dans la mitochondrie.  

 

Après avoir passé la MOM par les VDACs, le Ca2+ est dans l’IMS, et doit passer la MIM, 

notamment par l’uniporteur de calcium mitochondrial (MCU) (Fan et al., 2020), ou encore 

d’autres transporteurs spécifiques (Palmieri and Pierri, 2010). Ainsi, cela pose la question de 

connaître le devenir de ce flux de Ca2+ qui passe par les VDACs jusqu’à l’arrivée dans la 

matrice mitochondriale, pouvant notamment influencer le métabolisme mitochondrial.  
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La conductance des VDACs peut être modulée par d’autres protéines, telles que la tubuline 

α/β (Maldonado et al., 2013 ; Rostovtseva et al., 2008), l'hexokinase II (Al Jamal, 2005 ; 

Pastorino et al., 2002), les membres de la famille BCL-2 (Tsujimoto and Shimizu, 2000), le 

glutamate (Gincel and Shoshan-Barmatz, 2004) ou encore le NADH (Zizi et al., 1994). Il a 

également été démontré que les modifications post-traductionnelles, principalement la 

phosphorylation par les protéines kinases, GSK3β, PKA et la protéine kinase C ε, bloquent ou 

inhibent l'association des VDACs avec d'autres protéines, telles que BAX et t-BID, et régulent 

l'ouverture des VDACs (Baines et al., 2007 ; Das et al., 2008 ; Vander Heiden et al., 2001). 

L'ouverture des canaux VDACs peut également être modulée par des interactions protéine-

protéine avec l'actine, la protéine p53, la créatine kinase mitochondriale et l'α-synucléine, 

notamment (Kanwar et al., 2020 ; Rovini et al., 2020).   

 
2. Fonction métabolique 

 
L’ouverture des canaux VDACs permet le passage des anions, et peut permettre à des 

molécules jusqu’à 5 kDa de passer. Ainsi, le passage de tous les métabolites pour aller dans 

la mitochondrie passe par ses canaux, à l’état ouvert seulement. Un modèle structurel propose 

d’ailleurs que l'extrémité N-terminale de VDAC1 (l’hélice α) située à l'intérieur du pore, 

parallèlement à la paroi, se déplace vers la lumière en bloquant le passage des métabolites 

lors de la conformation « fermée » du canal (Shuvo et al., 2016). 

 

Indépendamment du mécanisme contrôlant le gating, c’est-à-dire l’état « ouvert » ou « fermé » 

du canal, le flux de métabolite à travers les VDACs est principalement déterminé par leur 

charge et leur taille (Colombini, 2004, 1980). De ce fait, VDAC1, VDAC2 et VDAC3 sont 

stratégiquement situés à l’interface entre les mitochondries et le cytosol afin de contrôler le 

flux de métabolites et d’ATP entrant ou sortant des mitochondries. Un des rôles majoritaires 

de la mitochondrie est de produire de l’ATP par la chaîne respiratoire. L'ATP nouvellement 

synthétisé est transportée vers le cytosol par le translocateur de nucléotides d'adénine, situé 

dans la MIM, et est échangé contre de l'ADP dans un rapport molaire de 1:1 pour être 

finalement libéré dans le cytosol par les canaux VDACs (Klingenberg, 2008).  

 

L'AMP, un autre nucléotide adénine, traverse également la MOM par l'intermédiaire des 

VDACs. Par conséquent, la régulation de l'ouverture du VDAC influence le rapport ATP/AMP 

qui, à son tour, module l'activation de la protéine kinase activée par l'AMP (Colombini, 2016 

; Shevade et al., 2018). 

 
L'état conformationnel ouvert ou fermé des VDACs régule aussi le flux des substrats 

respiratoires, l'ATP4-, l'ADP3-, l'HPO42-, et la phosphocréatine2- (Colombini, 2012 ; Sander 
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et al., 2021 ; Tan and Colombini, 2007). De ce fait, la prédominance d’un des deux états en 

particulier déterminera non seulement l'efficacité bioénergétique des mitochondries, mais 

aussi leur capacité à fournir des intermédiaires métaboliques pour la synthèse des aa (comme 

la glutamine, la glycine, la sérine, la leucine, l’isoleucine, la valine et le tryptophane), des 

acides gras, des nucléotides, du cholestérol, ou encore du glucose (Spinelli and Haigis, 

2018).  Les VDACs permettent aussi le passage du NADH, cofacteur enzymatique très 

important dans le métabolisme énergétique (Zizi et al., 1994). 

 
Cette implication dans le flux des métabolites montre donc le rôle des VDACs dans de 

nombreuses voies, comme la glycolyse (Pastorino and Hoek, 2008) ou encore la production 

de ROS (Han et al., 2003). Les protéines VDACs fonctionnent donc comme un « interrupteur 

biologique » qui, à l’état ouvert maximisent le flux de métabolites pour une fonction 

mitochondriale optimale, tandis qu’à l’état fermé, elles minimisent le métabolisme 

mitochondrial (Heslop et al., 2021).  Une autre fonction majeure des protéines VDACs est la 

régulation de l’apoptose, par des interactions non-canoniques avec des membres de la famille 

BCL-2 notamment.  

 
3. Fonction dans l’apoptose   

 
L’équipe de Shimizu démontre pour la première fois en 1999 le rôle des canaux VDACs dans 

l’apoptose par une interaction avec la famille BCL-2. En effet, ils ont montré que la porine 

VDAC est associée à BCL-XL, qui va fermer le canal et que cela prévient le relargage de 

cytochrome c dans le cytosol. BAK et BAX quant à eux permettent d’accélérer l’ouverture du 

VDAC permettant le relargage du cytochrome c (Shimizu et al., 1999).  

 
4. Les souris déficientes en VDACs 

 
En plus de la caractéristique de protéine la plus abondante à la mitochondrie, le rôle et 

l’importance de chacune des protéines VDACs a aussi pu être déterminée par l’étude des 

souris déficientes en VDAC1, VDAC2 ou VDAC3.   

VDAC3 

L’importance de VDAC3 dans la spermatogenèse a été démontrée en utilisant la souris comme 

modèle. En effet, les souris invalidées pour VDAC3 sont en parfaite santé, mais les souris 

mâles sont toutes infertiles (Sampson et al., 2001). Une publication plus récente montre aussi 

un rôle important de VDAC3, puisque les souris KO pour VDAC3 montrent une augmentation 

des ROS, une altération du transport rénal de Na+ et provoque de l’hypertension (Zou et al., 

2018). 

 



 83 

VDAC1 

Si VDAC1 a un rôle très important, notamment dans l’apoptose qui sera développé juste après, 

l’inactivation de cette protéine chez la souris n’a pas causé de déficits majeurs. En effet, 

Anflous et ses collaborateurs ont montré que les souris VDAC1 KO présentent seulement 

quelques défauts dans les muscles squelettiques et des modifications des paramètres 

cinétiques de certaines enzymes mitochondriales (Anflous et al., 2001).  Weeber et ses 

collaborateurs eux ont montré quelques changements dans l’ultrastructure des mitochondries, 

avec notamment un agrandissement de celles-ci, et une légère létalité in utero (Weeber et al., 

2002). 

 
VDAC2 

Enfin, il n’a pas été possible de générer des souris VDAC2 KO. En effet, l’équipe de Cheng et 

ses collaborateurs ont montré que lorsque l’on invalide VDAC2 chez la souris, celles-ci 

meurent à l’état embryonnaire (Cheng et al., 2003). Cela a permis de montrer l’importance de 

VDAC2, notamment dans le processus d’apoptose.  

 

c. VDACs et apoptose 
 
Le destin cellulaire est contrôlé par la balance qu’il peut exister entre les membres pro et anti-

apoptotiques de la famille BCL-2. De nouvelles protéines émergent comme régulant le 

processus d’apoptose (Arai et al., 2020 ; Chipuk et al., 2004 ; Huang et al., 2023). C’est le 

cas des protéines VDACs.  

 

La première hypothèse sur le rôle des VDACs dans la mort était que les VDACs faisaient partie 

du complexe du pore de transition de perméabilité (PTP) mitochondrial qui permettait la 

libération du cytochrome c dans le cytosol (Shimizu et al., 1999). Ceci était notamment 

appuyé par le fait que les VDACs sont les protéines les plus abondantes à la MOM (De Pinto 

et al., 2010 ; Shoshan-Barmatz et al., 2010). Mais cette hypothèse fut réfutée puisque même 

si ses protéines jouent un rôle dans l’apoptose, des études génétiques ont démontré qu’elles 

sont dispensables à ce processus de mort. En effet, il a été montré que le relargage de 

cytochrome c, le clivage des caspases et la mort cellulaire étaient similaires dans les cellules 

WT et dans les cellules délétées en VDACs (Baines et al., 2007 ; Czabotar et al., 2014).  
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1. VDAC1, apoptose et famille BCL-2 
 
VDAC1 semble plutôt jouer un rôle pro-apoptotique (Shoshan-Barmatz et al., 2020). En effet, 

des études ont montré que VDAC1 peut former des d’hétéro-oligomères avec BAX, ou former 

seulement des oligomères de VDAC1 afin de former des pores à la MOM et favoriser la 

libération des facteurs apoptogènes, comme le cytochrome c, ou encore la protéine 

SMAC/DIABLO (Banerjee and Ghosh, 2004 ; Keinan et al., 2010). 

 

VDAC1 peut également réguler l’apoptose en interagissant directement avec les protéines 

anti-apoptotiques (Magrì et al., 2018 ; Shoshan-Barmatz et al., 2017). En effet, 

l’oligomérisation de VDAC1 est inhibée par les protéines BCL-2 et BCL-XL. La mutagenèse 

dirigée a été utilisée pour identifier les domaines de VDAC1 qui interagissent avec BCL-2 et 

BCL-XL et les résultats indiquent que c’est la région N-terminale de VDAC1 qui est importante 

pour leur  interaction (Arbel et al., 2012 ; Arbel and Shoshan-Barmatz, 2010). De plus, des 

études ont montré que la surexpression de VDAC1 permet l’induction de l’apoptose alors que 

la surexpression des protéines anti-apoptotiques, telle que BCL-2, permet de l’en empêcher 

(Zaid et al., 2005). Enfin, il a aussi été démontré que MCL-1 interagit directement avec VDAC 

pour augmenter l'absorption mitochondriale de Ca2+ et la génération de ROS et ainsi favoriser 

la migration cellulaire (Huang et al., 2014). 

 

Ce rôle de VDAC1 dans l’apoptose pourrait en partie être expliqué par le fait qu’il interagissent 

avec BCL-2, BCL-XL et MCL-1 et que cela permette un contrôle des flux de Ca2+ à travers le 

RE et les membranes mitochondriales (Distelhorst and Bootman, 2011 ; Eckenrode et al., 

2010). Le domaine BH4 de BCL-XL cible sélectivement VDAC1 et inhibe l’apoptose en 

diminuant l’absorption de Ca2+ médiée par VDAC1 dans les mitochondries (Monaco et al., 

2015). 

 

2. VDAC2, apoptose et famille BCL-2 

i. VDAC2 et BAK 

 
C’est en 2003 que la publication dans Science de Cheng et ses collaborateurs permet de 

démontrer le rôle majeur que VDAC2 joue dans l’apoptose, et surtout son rôle « anti-

apoptotique ». En effet, ils démontrent par une technique de cross-linking que la protéine BAK 

est associée à une autre protéine. C’est par chromatographie liquide et spectrométrie de 

masse qu’ils révèlent que cette protéine associée est VDAC2. Il existe donc un complexe 

VDAC2 et BAK dans les fibroblastes embryonnaires de souris (MEFs), mais il n’existe pas de 

complexe avec VDAC1 ou VDAC3. Le complexe VDAC2-BAK disparaît lorsque les 

mitochondries sont traitées avec du t-BID ou que les cellules sont traitées avec des stimuli de 
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mort comme le TNFα ou l'étoposide. L'expression des membres BH3-only BAD, BIM ou t-BID 

induit la mort des cellules et diminue la quantité de complexe VDAC2-BAK dans les cellules. 

L'expression de VDAC2 inhibe significativement l'apoptose dans les cellules MEFs 

dépourvues en BAX (BAX-/-) qui expriment BAK, mais n'a pas d'effet dans les cellules 

dépourvues en BAK (BAK-/-), qui expriment BAX. Dans les MEFS dépourvues en VDAC2 

(VDAC2-/-), seule une partie de BAK subit un changement de conformation spontané ; 

l'activation complète nécessite un stimulus tel que le t-BID ou la staurosporine. En revanche, 

les réponses des cellules WT et des cellules déficientes en VDAC2 sont similaires lorsque la 

voie extrinsèque de la mort est activée par le TNFα. VDAC2 permet donc d’inhiber l’activation 

de BAK en le séquestrant sous sa forme inactive pour empêcher le déclenchement de  

l’apoptose dans les MEFs (Cheng et al., 2003).  

 
Une autre équipe, en utilisant aussi un modèle murin, montre que la déplétion de VDAC2 dans 

le thymus entraîne une forte mort cellulaire. Cette mort est inhibée lorsque VDAC2 est ré-

exprimé, mais est une nouvelle fois abolie lorsque BAK, et non BAX, est supprimé (Ren et al., 

2009). De plus, la dissociation de l’interaction entre VDAC2 et BAK par BCL-XS induit 

l’apoptose dans les cellules de mélanome (Plötz et al., 2012). 

 

VDAC2 semble être nécessaire pour le recrutement de BAK à la membrane mitochondriale, 

puisque les MEFs dépourvus en VDAC2 ont une diminution de l’expression de la protéine 

BAK, et cette protéine est uniquement retrouvée dans le cytosol (Lazarou et al., 2010 ; Roy 

et al., 2009). De plus, VDAC2 semble nécessaire à l’apoptose induite par le BH3-only t-BID. 

En effet, les MEFs dépourvues en VDAC2 sont pratiquement insensibles à la MOMP et à 

l'apoptose induites par le t-BID, alors que les MEFs dépourvues en VDAC1 et VDAC3 

répondent normalement. Les MEFs VDAC2-/- retrouvent leur sensibilité au t-BID après 

réexpression de VDAC2. La sensibilité au t-BID des MEFs BAK-/- est également réduite, mais 

pas dans la même mesure que les MEFs VDAC2-/-. Ainsi, VDAC2 joue un rôle crucial dans 

l'apoptose en permettant le recrutement mitochondrial de BAK, contrôlant ainsi la MOMP et la 

mort cellulaire induite par t-BID (Roy et al., 2009). 

 
Le complexe VDAC2-BAK peut être extrait de mitochondries non-apoptotiques par 

solubilisation à la digitonine. Dans des cellules HeLa, l'analyse de ce complexe par 

électrophorèse sur gel bleu-natif (ou BN-PAGE) a révélé une taille apparente d'environ 400 

kDa, indiquant un complexe multi-protéique, avec d’autres protéines que VDAC2 et BAK 

impliquées (Lazarou et al., 2010 ; Ma et al., 2014). En effet, une étude de spectrométrie de 

masse a révélé la présence des protéines VDAC1 et VDAC3 dans ce complexe (Chin et al., 

2018). Ce macro-complexe peut être dissocié par des BH3-only, comme t-BID par exemple, 
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et l’hélice α6 de BAK semble être importante dans la formation de ce complexe puisqu’il 

n’existe plus quand les résidus de l’hélice sont mutés et BAK ne peut plus s’oligomériser pour 

induire la mort (Ma et al., 2013). 

 

En plus des signaux apoptotiques induits par l’étoposide, la staurosporine ou encore t-BID, il 

a été montré que les BH3-mimétiques jouent un rôle dans la mort cellulaire induite par BAK et 

que VDAC2 inhibe ce rôle. En effet, une étude montre que lors d’un signal apoptotique induit 

par l’A1331852 ou le S63845 dans des MEFs VDAC2-/- BAX-/-, où seul BAK est présent, il y 

a une libération de cytochrome c puis une activation des caspases (Huang et al., 2023). Une 

autre étude montre aussi que lors d’un traitement avec l’ABT-737 et le S63845 dans des 

cellules HeLa, la majorité du complexe entre VDAC2 et BAK est dissocié permettant la 

formation d’homo-dimères de BAK pour induire la mort cellulaire (Bernardini et al., 2019). 

 

En plus de son rôle à la mitochondrie et dans l’apoptose mitochondriale, l’axe VDAC2-BAK 

semble être impliqué dans la régulation de la perméabilité des peroxysomes. En effet, une 

étude a montré, dans un modèle de cellules ovariennes de hamster chinois déficient en 

peroxysomes, ZP114, que VDAC2 n’y est pas exprimé. VDAC2 permettrait ainsi de sauver 

cette déficience peroxysomale. De plus, la perte de VDAC2 entraine une relocalisation de BAK 

des mitochondries vers les peroxysomes, entrainant cette déficience peroxysomale (Fujiki et 

al., 2017 ; Hosoi et al., 2017). 

 

Le rôle de la protéine VDAC2 sur BAK a principalement été montré dans des modèles murins 

de MEFs, et il mériterait d’être plus étendu dans des modèles chez l’Homme, et notamment 

dans le cancer. Une meilleure connaissance de l’interaction qui existe entre les deux protéines 

pourraient notamment permettre de comprendre les mécanismes sous-jacents à cette 

régulation de la mort cellulaire et ainsi comprendre l’implication de VDAC2 dans l’apoptose 

(Yuan et al., 2021). 

 
ii. Résidus impliqués dans l’interaction VDAC2 – BAK 

 
Cheng et ses collaborateurs ont montré que le mutant BAK L76E dans des MEFs rompt 

l’interaction entre VDAC2 et BAK et que la triple mutation W123A/G124E/R125A ne la rompt 

pas mais la réduit. Les résidus W123 G124 et R125 sont retrouvés dans le domaine BH1 au 

niveau de l’hélice α5 de BAK et le résidu L76 au niveau du domaine BH3. Enfin, il semblerait 

que d’autres résidus dans le domaine BH1 de BAK, se trouvant au niveau de l’hélice α4, les 

résidus K111 et K118, soient à proximité de VDAC2 (Cheng et al., 2003). 
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La mutation du résidu L76E de BAK chez la souris, qui correspond à la mutation du résidu 

L78E pour le BAK humain, a été étudiée par une équipe avec de la modélisation structurale 

du VDAC2 et du BAK humains. Ils ont confirmé que cette mutation réduit l’affinité entre VDAC2 

et BAK  (Dudko et al., 2020). 

 

Puisque VDAC2 semble nécessaire pour l’importation mitochondriale de BAK et l’apoptose 

induite par t-BID, Naghdi et ses collaborateurs ont utilisés des constructions chimériques de 

VDAC1 et VDAC2 pour les réinsérer dans des MEFs VDAC2-/-. Ainsi, ils ont montré que les 

cystéines de l’extension N-terminale de VDAC2 ne sont pas nécessaires ni dans l’importation 

de BAK, ni dans la mort induite par t-BID. Néanmoins, ils ont identifié une région importante, 

allant des résidus 123 à 179, et notamment deux résidus critiques, le T168 et le D170. Les 

résidus S123 et G124 semblent aussi importants. Ainsi, la région entre les feuillets β7 à β10 

semble importante dans l’interaction VDAC2-BAK puisque ces différents résidus sont dans 

cette région. Ces motifs sont aussi conservés dans le VDAC2 du poisson zèbre (zVDAC2). De 

ce fait, grâce à la structure cristallisée du zVDAC2, les chercheurs ont montré que les résidus 

critiques spécifiques à VDAC2 contribuent à créer une "poche" ouverte distinctive vers le 

cytoplasme qui pourrait faciliter le recrutement de BAK (Figure 19A) (Naghdi et al., 2015).  

 

Très récemment, les travaux de thèse de Zheng Yuan ont permis la publication d’un article 

identifiant les résidus clés dans l’interaction entre VDAC2 et BAK dans un modèle de MEFs, 

afin de pouvoir moduler l’apoptose en ciblant directement l’interaction entre ses deux protéines 

(Yuan et al., 2024). Ainsi, ils démontrent que la mutation de A172 du VDAC2 murin, qui 

correspond à A171 sur le VDAC2 humain, dans la boucle β10-11 de VDAC2 affecte la 

localisation de BAK et la stabilité du complexe VDAC2-BAK (Figure 19B). 

 

De plus, une autre étude montre que le complexe peut être fortement perturbé par un 

marquage obstructif du sillon hydrophobe de BAK. En effet, le sillon BAK se lie directement à 

VDAC2 et les protéines BH3, notamment BIM, sont probablement en compétition avec VDAC2 

pour le sillon. Cette étude a montré qu'un peptide BH3-BIM peut se lier au sillon de BAK avec 

une grande affinité et déplacer BAK du complexe avec VDAC2 (Brouwer et al., 2017). 
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Figure 19 - Résidus impliqués dans les interactions entre VDAC2 et BAK chez la souris 
 
(A) (a) Diagramme des protéines effectrices pro-apoptotiques BAX et BAK avec les résidus d'interaction 

VDAC2 proposés sur la protéine BAK de souris (mBAK). (b) La structure cristallisée de mBAK est 

représentée avec les hélices α 2 à 5 formants le sillon hydrophobe de surface représenté en jaune ; les 

résidus impliqués dans l'interaction VDAC2-BAK sont représentés par des bâtonnets. Les résidus 

d'interaction proposés sur BAK peuvent être classés en trois points : le sillon de liaison hydrophobe 

canonique de BAK formé par les hélices α 2 à 5 (avec les résidus G124, W123, R125 puis K111 et 

K118) ; une petite région derrière le sillon de liaison canonique centrée autour de L40 et L76 mBAK ; le 

domaine TM de BAK et l'extrémité C-terminale de l'α8. (c) Le modèle prédit par AlphaFold2 du mVDAC2 

(UniProt : Q60930) est représenté en jaune avec β7-10 mis en évidence en orange. La région de VDAC2 

impliquée dans l'interaction VDAC2-BAK a été cartographiée dans sa région β7-10, où T168 et D170 

sont considérés comme cruciaux, tandis que S123 et G124 sont également pertinents. Ils se situent 

tous dans la région de VDAC2 orientée vers le cytosol et orientée vers l'intérieur du pore. Adapté d’après 

Yuan Z et al Biochem Soc Trans (2021). (B) Modélisation de l’interaction entre VDAC2 et BAK chez la 

souris. A gauche, vue en parallèle et à droite vue en perpendiculaire à la membrane plasmique. Les 

principaux résidus pour VDAC2 sont situés au niveau des feuillets β10 et β11, et le résidu A172 est 

essentiel pour l’interaction. Adapté d’après Yuan Z et al PLoS Biol (2024). 

 
 

Une nouvelle interface d'interaction entre VDAC2 et BAK a donc été récemment cartographiée 

permettant de mieux comprendre la nature de ce complexe au niveau de la MOM. Néanmoins, 

les mécanismes sous-jacents permettant la mort cellulaire restent à établir. La stabilisation de 

l'interaction VDAC2-BAK pourrait être une stratégie thérapeutique potentielle pour inhiber 

l'apoptose dans des contextes tels que les maladies auto-immunes ou neurodégénératives. 
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iii. VDAC2 et BAX 

 
Contrairement au rôle anti-apoptotique que l’on pourrait donner à la protéine VDAC2 pour 

BAK, elle semble avoir un tout autre rôle concernant l’autre effecteur, BAX. 

 

En utilisant des cellules cancéreuses HCT116, une étude montre que l’extinction de BAK dans 

les cellules dépourvues de BAX les rend totalement résistantes à l'apoptose, tandis que 

l’extinction de BAK dans les cellules exprimant BAX n'affecte que légèrement leur sensibilité. 

De plus, dans les cellules BAX-/-, les complexes oligomériques avec VDAC2 sont réduits et 

BAK n'interagit pas avec VDAC2. Ces résultats montrent que VDAC2 joue un rôle anti-

apoptotique envers BAK, mais qu’il semble jouer un rôle différent avec BAX, plutôt pro-

apoptotique (Chandra et al., 2005).  

 
Ces résultats sont confirmés par l’étude de Yamagata et ses collaborateurs. En effet, ils 

démontrent qu’en absence de BAK et de VDAC2, les MEFs sont résistantes à la mort et la 

réintroduction de VDAC2 permet l’induction de la mort BAX dépendante, en absence de BAK 

(Yamagata et al., 2009). 

 
Ma et ses collaborateurs ont montré que si VDAC2 et BAK font partis d’un complexe d’environ 

400 kDa, où l’on retrouve aussi VDAC1 et VDAC3, la protéine BAX en fait également partie. 

De plus, dans un modèle de MEFs, ils confirment le rôle de VDAC2 dans l’import à la fois de 

BAK et de BAX à la mitochondrie, et que dans des cellules dépourvues en VDAC2 et quand 

BAK est inhibé, BAX ne peut plus transloquer à la MOM et s’oligomériser pour induire la mort. 

VDAC2 et BAK sont donc nécessaires à l’apoptose médiée par BAX (Ma et al., 2014). 

 
De plus, si VDAC2 est nécessaire pour l’ancrage de BAK à la mitochondrie, il est tout aussi 

important pour l’ancrage de BAX. En effet, une étude a montré que VDAC2 est une plateforme 

de rétrotranslocation de BAX. Ils montrent que dans des MEFs que VDAC2 assure 

l'association membranaire spécifique de BAX à la mitochondrie et, en l'absence de VDAC2, 

BAX se localise dans d'autres compartiments cellulaires, comme le cytosol. La 

rétrotranslocation de BAX nécessite la présence de métabolites, de nucléotides mais surtout 

d’ions, principalement le Ca2+. Ceci explique donc pourquoi VDAC2 est nécessaire, puisque 

c’est ce canal qui régule le flux d’ions et de métabolites au travers de la MOM (Lauterwasser 

et al., 2016). 
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Enfin, pour démontrer le rôle pro-apoptotique de VDAC2 envers BAX, Chin et ses 

collaborateurs montrent que VDAC2 est nécessaire pour la mort induite par BAX et permet 

même de limiter le développement tumoral (Chin et al., 2018). En effet, ils ont montré dans 

une étude de CRISPR/Cas9 screen que VDAC2 est nécessaire pour la fonction de BAX mais 

pas pour la fonction de BAK dans des MEFs dépourvues en MCL-1. Ils confirment le complexe 

existant entre VDAC2 et BAX. Dans des cellules de cancer colorectal, HCT116, et 

contrairement à d’autres études portant sur d’autres modèles (Huang et al., 2023), ils montrent 

que la délétion de VDAC2 entraine une résistance à la mort aux BH3-mimétiques ABT-737 et 

A1331852. Cette résistance est observée dans les cellules BAX-/- alors que les cellules BAK-

/- continuent de répondre aux BH3-mimétiques, suggérant un rôle de VDAC2 nécessaire dans 

l’induction de la mort par BAX. Enfin, ils montrent que la seule délétion de BAK n’induit pas un 

fort développement tumoral mais la co-délétion de VDAC2 et BAK accélère ce développement 

tumoral, confirmant le fait que VDAC2 est un acteur clé dans l’activation de BAX lors d’un 

stress oncogénique (Chin et al., 2018). 

 
Enfin, une étude a identifié le rôle de VDAC2 en tant qu'effecteur direct et spécifique de la mort 

cellulaire médiée par les céramides. Cette fonction repose essentiellement sur un résidu Glu 

chargé qui assure un contact direct avec le groupe de tête de la céramide à l'intérieur de la 

bicouche. Les expériences de photo-affinité indiquent que la liaison des céramides à VDAC2 

est sensible au pH et contrôlée par l'état de protonation du Glu enfoui dans la membrane. De 

plus, les auteurs suggèrent que la liaison du céramide à VDAC2 peut engager les cellules 

dans la mort en bloquant la rétrotranslocation de BAX. Néanmoins, le mécanisme sous-jacent 

n’est pas connu et reste à établir (Dadsena et al., 2019). 

 

D’un point de vue structural, l’interaction entre VDAC2 et BAX est très peu connue. L’étude de 

Yuan et ses collaborateurs en 2024 démontrent que si le résidu de VDAC2 A172 murin est 

important pour son interaction avec BAK, il l’est tout autant pour son interaction avec BAX 

(Yuan et al., 2024). En effet, lorsque VDAC2A172 est muté en tryptophane, cela diminue la 

stabilité de l'interaction avec BAK, et davantage de BAX est associé à VDAC2. Inversement, 

la mutation de VDAC2A172 en leucine ou isoleucine a des effets opposés sur l'interaction de 

VDAC2 avec ces deux protéines : elle déstabilise les interactions avec BAX, mais stabilise les 

interactions avec BAK.  

 

Dudko et ses collaborateurs ont pu éclaircir avec de la modélisation comment les interactions 

de VDAC2 avec la famille BCL-2 peut réguler l’apoptose (Dudko et al., 2020). Ainsi, leurs 

résultats montrent que les protéines t-BID, BAK et BAX ont des affinités de liaison différentes 

avec VDAC2, avec t-BID ayant la plus forte affinité suivie par BAK, puis BAX. Les complexes 



 92 

protéiques transitoires sont continuellement formés et dissociés, et une protéine concurrente 

peut temporairement remplacer une autre à un site de liaison. Ainsi, t-BID peut déplacer BAK 

et BAX des complexes avec VDAC2, ce qui facilite l'insertion de ces protéines dans la 

membrane mitochondriale. Cependant, le comportement de BAK et BAX après leur 

déplacement par VDAC2 reste à explorer, et des études supplémentaires sont nécessaires 

pour comprendre pleinement le rôle de VDAC2 dans la régulation de l'apoptose et les 

mécanismes mis en place. 

 

VDAC2 présente donc un rôle qui est controversé dans la littérature depuis une vingtaine 

d’années. Si VDAC2 inhibe l’apoptose dépendante de BAK en le stabilisant et le séquestrant 

sous sa forme inactive (Cheng et al., 2003), il est nécessaire pour l’apoptose médiée par BAX 

et permet de limiter le développement tumoral (Chin et al., 2018). Il est donc essentiel de 

comprendre quel rôle il joue dans un contexte cancéreux. 

 
d. VDACs et cancer  

1. Expression des VDACs dans le cancer 

 
Au-delà de leur rôle dans le métabolisme mitochondrial et dans l’apoptose, les protéines 

VDACs sont également un biomarqueur pronostic pour certains types de cancers humains 

(Jóźwiak et al., 2020).   

 

L'expression de VDAC1 est augmentée dans de nombreuses lignées cellulaires cancéreuses 

par rapport aux lignées cellulaires normales (Shoshan-Barmatz and Ben-Hail, 2012). Les 

modifications de l'expression du gène VDAC1 dépendent du type de cancer. Dans le NSCLC, 

la surexpression de VDAC1 est en corrélation avec la progression de la tumeur, tandis que 

dans les tumeurs de l'œsophage, la sous-expression de VDAC1 peut être interprétée comme 

le mécanisme moléculaire associé à la progression du cancer. Une corrélation entre 

l'expression de VDAC1 et la malignité de la tumeur a été trouvée dans les tumeurs de 

l'adénocarcinome du poumon (Grills et al., 2011 ; Jóźwiak et al., 2020 ; Yang et al., 2019). 

 

L'expression des gènes VDAC2 et VDAC3 dans le cancer est encore insuffisamment étudiée. 

Reina et ses collaborateurs ont suggéré que VDAC3 est un marqueur potentiel de l'état 

oxydatif mitochondrial dans le cancer (Reina et al., 2016). Ce rôle dans le cancer est 

également soutenu par une autre étude montrant que VDAC3, qui est fortement exprimé dans 

les testicules et les spermatozoïdes, interagit avec de nombreuses protéines pour former un 

réseau modulant le cancer (Messina et al., 2014).  
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Le niveau d'ARNm de VDAC3 est plus faible dans les tissus cancéreux du foie que dans les 

tissus normaux adjacents (Zhang et al., 2018). En revanche, le niveau d'expression élevé de 

VDAC1, VDAC2 ou VDAC3 ne prédit pas de manière significative une OS plus courte dans 

les tumeurs de l’endomètre (Jóźwiak et al., 2020). De, ils observent une diminution du niveau 

de la protéine VDAC3 dans les tumeurs des patients diabétiques par rapport au groupe non 

diabétique. Les résultats suggèrent que les altérations chroniques de la disponibilité du 

glucose peuvent avoir un impact sur le niveau d'expression de VDAC3. Cependant, il est 

intéressant de noter que l'expression de VDAC3 ne semble pas avoir de valeur pronostique 

pour le cancer humain, ce qui suggère encore une fois un rôle différent de ce canal (Heslop 

et al., 2021). 

 

Des bases de données montrent des niveaux élevés de transcription de VDAC2 dans de 

nombreuses tumeurs, y compris le mélanome et le cancer du sein. Cette forte expression de 

VDAC2 est également associée à un mauvais pronostic. Enfin, étant donné que les souris 

VDAC2 KO ne sont pas viables (Cheng et al., 2003), cela montre que VDAC2 peut être une 

cible potentielle thérapeutique afin d’induire la mort de cellule cancéreuses. Le niveau de 

VDAC2 est surexprimé dans les cellules de mélanome, les cellules de tumeur thyroïdienne 

épithéliale et le mésothéliome, avec une diminution conséquente de l'expression de BAK 

(Maldonado et al., 2013 ; Yagoda et al., 2007). De plus, une analyse de survie a montré une 

forte association entre une forte expression de VDAC2 et un mauvais pronostic pour les 

patientes atteintes d'un cancer de l'endomètre, par rapport à l'utilité pronostique de VDAC1 et 

de VDAC3 (Jóźwiak et al., 2020).  

 
D'autres études sont nécessaires pour expliquer les mécanismes d'altération de l’expression 

des VDACs dans l'apparition et la progression des cancers. Néanmoins, les protéines VDACs 

semblent être des cibles de choix pour cibler l’apoptose de manière indirecte dans le traitement 

anti-cancéreux, tout particulièrement VDAC2, avec son rôle à la fois anti-apoptotique envers 

BAK et pro-apoptotique envers BAX.  

 
2. Ciblage pharmacologique de la protéine VDAC2  

i. WEHI-9625 

L’interaction entre VDAC2 et BAK est essentielle et constitue une cible thérapeutique 

potentielle afin de permettre l’induction de l’apoptose. Cibler cette interaction permettrait ainsi 

de développer de nouveaux activateurs de l’apoptose. Ainsi, des chercheurs ont réalisé un 

criblage de petites molécules capables de cibler cette interaction, notamment le WEHI-9625. 

Cependant, au lieu de perturber l'interaction pour favoriser l'apoptose, cette molécule semble 

plutôt stabiliser l'interaction entre VDAC2 et BAK et ainsi prévenir l'apoptose chez la souris. 
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Les chercheurs ont mis en évidence deux régions importantes dans la protéine BAK pour 

l’activité du WEHI-9625, une région située dans l’hélice α1 et une autre région dans l’hélice 

α9, impliquant les résidus L40, F181, R182, R183, D184 and T188 chez la souris (le résidu 

L40 correspondant au résidu R42 chez l’Homme) (van Delft et al., 2019). Bien qu’il existe près 

de 90% d’homologie entre les VDACs chez l’Homme et la souris, cette étude a mis en évidence 

que si le WEHI-9526 permet de stabiliser l’interaction entre VDAC2 et BAK chez la souris, 

dans des modèles de MEFs, cette molécule ne permet pas de bloquer l’apoptose médiée par 

le BAK humain. Ceci permet de se demander s’il existe des différences dans l’interaction entre 

ces deux protéines chez l’Homme et la souris, et que cela pourrait avoir des conséquences 

sur l’apoptose. De ce fait, la plupart des études menées sur VDAC2 et BAK au cours de ces 

dernières années ont été réalisées sur des MEFs, et se pose donc la question du rôle de cette 

interaction chez l’Homme, et de la pertinence de ces résultats dans des cellules cancéreuses.  

ii. Erastine 

En 2003, Dolma et ses collaborateurs ont utilisé des expériences de criblage à grande échelle 

afin de trouver des molécules capables d’induire la mort des cellules cancéreuses. Ainsi, ils 

ont découvert un nouveau composé pouvant induire la mort sélectivement des cellules 

cancéreuses modifiées surexprimant l'oncoprotéine Small T et l’oncogène « RAS ». Ils ont de 

ce fait nommé ce composé « érastine » (Dolma et al., 2003). 

Cependant, contrairement à d’autres molécules qui permettent d’induire l’apoptose, 

notamment grâce au relargage du cytochrome c et l’activation des caspases provoquant la 

fragmentation de l’ADN, l’érastine semble induire la mort par ferroptose (Dixon et al., 2012). 

Une première étude a permis de montrer que l’érastine peut cibler les protéines VDACs, 

puisque l’utilisation de cette molécule modifie la perméabilité de la MOM des mitochondries 

(Yagoda et al., 2007). L’érastine peut induire la ferroptose en se liant à VDAC2 et VDAC3, ce 

qui conduit à l'ubiquitination et à la dégradation subséquente des canaux par le protéasome 

dans des cellules de mélanomes. Cela se produit grâce la protéine Nedd4 dont l’expression 

est induite par le traitement à l’érastine, qui conduit à l’ubiquitination et à la dégradation des 

deux canaux (Yang et al., 2020). 

En plus de son rôle dans l’induction de la ferroptose, l’érastine semble jouer un rôle dans la 

modulation du métabolisme. En effet, l’érastine permet l’ouverture des VDACs, ce qui entraîne 

trois effets biologiques importants : une augmentation du métabolisme par une augmentation 

du ΔψM, une diminution de la glycolyse et une augmentation de la production de ROS (DeHart 

et al., 2018 ; Fang and Maldonado, 2018 ; Lemasters, 2017 ; Reina and De Pinto, 2017).  
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iii. Efsevin 

Après la découverte de l’érastine, qui n’est pas spécifique puisqu’elle touche VDAC2 mais 

aussi VDAC3, puis le WEHI-9625, qui stabilise spécifiquement l’interaction entre VDAC2 et 

BAK, mais ne semble le faire que dans le modèle murin, le développement de d’autres 

composés, ciblant spécifiquement le VDAC2 humain, semblent nécessaires. Ainsi, c’est en 

2015 qu’un autre composé spécifique a été découvert. Ce composé est considéré comme un 

modulateur de VDAC2, et il n’existe aujourd’hui que 6 publications qui mentionnent cette 

molécule.  

La découverte de cette molécule, l’efsevin, a été faite grâce à une étude sur un modèle 

particulier de poisson zèbre. Dans ce modèle, que l’on appelle « tre », le locus tremblor code 

pour une isoforme d’un échangeur de Na+ et de Ca2+ à la mitochondrie (NCX1h). Les poissons 

tre mutants ont la particularité d’avoir des dysfonctions au niveau du signal calcique, ce qui 

provoque des contractions cardiaques chaotiques ressemblant à une fibrillation cardiaque. 

Afin de corriger les arythmies cardiaques, un criblage de plusieurs composés a été réalisé 

pour trouver une molécule capable de rétablir le rythme cardiaque dans ce modèle particulier.  

Ainsi, le dihydropyrrole carboxylique ester, nommé aussi efsevin, a été identifié (Shimizu et 

al., 2015 ; Smaligo et al., 2018). Ainsi, Shimizu et ses collaborateurs ont montré que le 

traitement à l'efsevin rétablit des courants calciques réguliers permettant de restaurer les 

contractions coordonnées dans les cœurs des poissons zèbres tre mutés. En utilisant des 

approches biochimiques et génétiques, ils ont montré que l'efsevin interagit spécifiquement 

avec VDAC2 et potentialise son activité de transport du Ca2+ mitochondrial dans les 

cardiomyocytes.  

Par la suite, l’efsevin a été utilisé par plusieurs chercheurs pour étudier les arythmies 

cardiaques.  Schweitzer et ses collaborateurs ont travaillé sur un modèle murin de tachycardie 

ventriculaire polymorphe catécholaminergique mais aussi dans des cardiomyocytes dérivés 

de cellules souches pluripotentes induites provenant d’un patient atteint de tachycardie 

ventriculaire. Ainsi, ils ont montré que l’utilisation de l’efsevin permet de corriger les arythmies 

cardiaques en se fixant à VDAC2 sur la MOM. Cet effet antiarythmique est aboli lorsque le 

MCU, qui est situé à la MIM, est bloqué. L’utilisation d’un activateur de MCU, le kaempférol, 

permet de reproduire les effets antiarythmiques de l’efsevin (Schweitzer et al., 2017). Ces 

résultats mettent en évidence l’importance de l’augmentation de la captation mitochondriale 

de Ca2+ pour supprimer les évènements arythmogènes. L’efsevin semble donc être une 

molécule intéressante pour prévenir des arythmies cardiaques déclenchées par le Ca2+ 

(Sander et al., 2021b). 
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Shankar et ses collaborateurs ont aussi démontré le rôle de VDAC2 dans l’insuffisance 

cardiaque. Ils montrent que la perte de VDAC2 dans le myocarde dans un modèle murin 

entraîne une altération sévère du couplage excitation-contraction en modifiant la signalisation 

calcique intracellulaire et mitochondriale qui évolue vers une cardiomyopathie sévère et la 

mort. La réintroduction de VDAC2 chez des souris VDAC2-/- âgées de 6 semaines a permis 

de corriger partiellement le phénotype de la cardiomyopathie. Mais l’utilisation de l’efsevin 

permet de corriger la cardiomyopathie en laissant le Ca2+ entrer dans la mitochondrie via la 

protéine VDAC2 (Shankar et al., 2021). 

Pour mieux comprendre comment fonctionne l’efsevin et comment cette molécule peut 

interagir avec VDAC2, Wilting et ses collaborateurs ont fait des études sur la base structurelle 

de l’interaction entre VDAC2 et l’efsevin (Wilting et al., 2020). Ainsi, en utilisant le modèle de 

la protéine VDAC2 cristallisée du poisson zèbre (zVDAC2), ils ont purifié cette protéine pour 

l’insérer dans des bicouches lipidiques planes. Ils ont observé que l’efsevin réduit les courants 

de VDAC2, ce qui permet de garder VDAC2 dans un état de canal « fermé ». De plus, les 

chercheurs ont identifié le site de liaison de l’efsevin. En effet, l’efsevin s’insère dans un sillon 

entre la paroi du canal interne (au niveau d’un feuillet β) et l’hélice α, ce qui permet de garder 

le canal en position fermée en créant des liaisons hydrogènes. Le remplacement de trois 

résidus (N207, K236 et N238) de ce site de liaison par des alanines (zVDAC2AAA) a entraîné 

une perte totale de la sensibilité à l'efsevin (Figure 20). Ainsi, ils démontrent que la liaison de 

l’efsevin avec VDAC2 permet de garder le canal en conformation « fermée », permettant une 

captation de Ca2+ dans la mitochondrie, expliquant l’effet antiarythmique de cette molécule. 
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Figure 20 - Prédiction du site d’interaction entre VDAC2 et l’Efsevin 
 
Modélisation du site de liaison prédit de l’efsevin sur le zVDAC2. (a) Une vue latérale du canal montre 

une poche de liaison (rouge) pour l’efsevin (bleu clair) située dans l'espace intermédiaire entre la paroi 

interne du canal et l'hélice α à l'extrémité N-terminale. (b) L'analyse de 25 dockings moléculaires 

différents (lignes) révèle des interactions entre l’efsevin et 18 résidus d'acides aminés de zVDAC2 

(colonnes) par le biais de liaisons hydrogènes (bleu) et d'interactions hydrophobes (jaune). Les résidus 

ayant le plus d'interactions (N207 dans le feuillet β 14, K236, et N238 dans le feuillet β 16 du tonneau) 

sont encadrés en rouge. D’après Wilting et al Br J Pharmacol (2020). 

 

Le ciblage de la protéine VDAC2 semble donc très prometteuse. Étant donné son rôle majeur 

dans la régulation de l’apoptose, autant par l’inhibition de BAK qui empêche la mort cellulaire 

que la médiation de l’apoptose par BAX, il semble que cibler cette protéine pourrait avoir un 

impact sur la régulation de la mort cellulaire, notamment dans les cellules cancéreuses. 

Cependant, l’Efsevin n’a jamais été étudiée comme un modulateur de l’apoptose. 
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IV)  Objectifs 

Étant donné que la dérégulation de l'apoptose est une des caractéristiques des cellules 

cancéreuses, la reprogrammation des voies apoptotiques dans le MM est une stratégie 

intéressante pour restaurer la capacité de ces cellules à entrer en apoptose et, in fine, 

augmenter l’efficacité des traitements. Mon travail de thèse a été consacré à l’étude et à la 

compréhension du rôle de la protéine VDAC2 dans la régulation des protéines BAK et BAX 

dans le MM. VDAC2 apparaît en effet comme une cible thérapeutique potentielle dans 

l'apoptose, bien qu'elle ne fasse pas partie de la famille BCL-2. Les chercheurs ont jusqu'à 

présent démontré le rôle controversé de VDAC2, qui semble agir de manière « anti-

apoptotique » pour BAK, tout en ayant un effet « pro-apoptotique » sur BAX. Cela soulève la 

question de savoir comment VDAC2 pourrait, dans un contexte cancéreux, influencer le 

processus d’apoptose en régulant directement ces protéines effectrices. 

A ce jour, il n’existe aucune expérience démontrant le mécanisme par lequel VDAC2 régule 

les effecteurs BAK et BAX pour modifier le seuil apoptotique. C’est pour cela que ma thèse se 

découpe en plusieurs objectifs. Tout d’abord, il est de déterminer l’expression de la protéine 

VDAC2 dans le MM. En effet, si la plupart des études sur VDAC2 portent sur le poisson zèbre 

ou encore chez la souris, avec les MEFs, peu d’études montrent le rôle de VDAC2 dans le 

cancer.  

Un autre objectif de ma thèse sera de déterminer l’impact fonctionnel de l’extinction transitoire, 

par siRNA, ou totale, par CRISPR/Cas9, de VDAC2 dans des cellules de MM. Cela nous 

permettra ainsi de définir quel rôle VDAC2 joue sur l’expression, la localisation, ou encore   

l’activation/l’oligomérisation des effecteurs de l’apoptose BAK et BAX.  

Cela amène à un autre objectif qui est de déterminer le rôle de VDAC2 dans l’apoptose 

intrinsèque, ou extrinsèque, et par conséquent son rôle dans le priming mitochondrial. Pour 

terminer, ma thèse a pour objectif de définir si VDAC2 peut présenter une vulnérabilité 

thérapeutique à cibler. Pour se faire, nous étudierons l’effet d’une molécule, l’Efsevin, 

permettant de moduler l’activité du canal VDAC2, sur la réponse aux agents thérapeutiques, 

tels que les BH3 mimétiques. Cette étude a été soumise dans le journal Leukemia (Champion 

O et al, soumis 2024). 
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I) Étude du rôle du canal mitochondrial VDAC2 dans la régulation des protéines 
effectrices de l’apoptose BAK et BAX dans le Myélome Multiple 

 

Les travaux précédents de l’équipe ont démontré à plusieurs reprises le rôle fondamental des 

interactions entre les effecteurs de l’apoptose et les protéines anti-apoptotiques. Leur équilibre 

permet ainsi de réguler l’apoptose dans les cellules de MM. Un de ses travaux a montré qu’il 

existe un complexe entre les protéines MCL-1 et BAK dans les cellules de MM, surtout dans 

les cellules sensibles à la thapsigargine, une molécule permettant d’induire le stress du RE. 

La thapsigargine rompt le complexe existant entre ses deux facteurs, ce qui permet d’induire 

la mort cellulaire (Gomez-Bougie et al., 2016). De plus, l’utilisation d’un BH3-mimétique 

ciblant MCL-1, le A1210477, permet de rompre le complexe entre MCL-1 et BAK pour induire 

la mort cellulaire. L’équipe a montré que dans certains cas, BAK va être recapté par la protéine 

BCL-XL, ce qui va induire une résistance à l’apoptose (Gomez-Bougie et al., 2018).  

Par la suite, l’équipe a montré que la combinaison entre des BH3-mimétiques ciblant MCL-1 

(le S63845) et BCL-2 (le vénétoclax) va favoriser la formation d’hétéro-complexes entre les 

protéines effectrices BAK et BAX (Seiller et al., 2020). Plus récemment, l’équipe a montré 

dans des cellules de MM TP53 WT que le complexe entre MCL-1 et BAX est essentiel dans 

la réponse au S63845 (Durand et al., 2023). Un de mes premiers travail de thèse a été l’étude 

des interactions des protéines effectrices BAK et BAX avec les protéines anti-apoptotiques 

(Figure 21).  

 

Figure 21 - Les effecteurs BAK et BAX interagissent avec les protéines anti-apoptotiques 

Western Blot des protéines BAK, BAX, MCL-1, BCL-2 et BCL-XL dans la lignée KMM1 après 

immunoprécipitation (IP) de MCL-1, BCL-2, BCL-XL ou les trois protéines en même temps. Le lysat total 

est représenté par la fraction notée « IN » où 30 µg de protéines ont été déposées, puis l’on retrouve 

les IPs faites sur 700µg de protéines, et enfin la fraction restante des protéines après IP dans la fraction 

notée « OUT » avec 30 µg de protéines déposées.  
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Ainsi, en immunoprécipitant les protéines MCL-1, BCL-2, BCL-XL ou les trois protéines 

simultanément, j’ai montré que les effecteurs BAK et BAX étaient associés avec celles-ci, de 

manière différente. De manière intéressante, même si les effecteurs sont associés avec les 

trois protéines anti-apoptotiques, on peut voir qu’il reste une fraction de BAK et BAX non 

associée. Cela montre donc qu’il existe des interactions non canoniques avec d’autres 

protéines, probablement avec d’autres protéines anti-apoptotiques, mais aussi avec des 

protéines qui ne font pas partie de la famille BCL-2. C’est pour cela que nous nous sommes 

intéressés à la protéine VDAC2. Étant donné le rôle controversé du canal mitochondrial 

VDAC2 dans la régulation des effecteurs BAK et BAX et son rôle pro- ou anti-apoptotique dans 

la littérature (Cheng et al., 2003 ; Chin et al., 2018), il semble essentiel de comprendre son 

rôle dans un contexte cancéreux, et plus particulièrement dans le MM. Mon travail de thèse a 

permis la soumission d’un article dans le journal Leukemia nommé « VDAC2 primes Myeloma 

cells for BAK-dependent apoptosis by stabilizing BAK and not BAX and represents a novel 

therapeutic target » (Champion et al, soumis 2024). 

L’étude génique des trois VDACs (VDAC1, VDAC2 et VDAC3) nous a permis de confirmer 

leur expression dans des échantillons primaires de MM et des HMCLs. Dans la cohorte 

Multiple Myeloma Research Foundation (MMRF)-CoMMpass (764 échantillons), nous avons 

observé que la survie des patients est la même peu importe l’expression de VDAC1 et VDAC3. 

En revanche, les patients avec une faible expression en VDAC2 ont une survie globale plus 

faible que ceux ayant une forte expression. 

Nous avons généré deux lignées déficientes en VDAC2 par la technologie CRISPR/Cas9 dans 

les lignées KMS12PE et KMM1. Elles présentent deux translocations différentes, t(11 ;14) et 

t(6 ;14) respectivement et présentent toutes les deux le gène TP53 muté. Nous avons généré 

des cellules VDAC2-KO de MM en insérant un codon stop à proximité du codon initiateur 

(ATG). Cette stratégie, connue sous le nom de KI CRISPR/Cas9, est basée sur une coupure 

spécifique suivie d'une recombinaison homologue avec la matrice d'ADN portant le codon 

stop. Cette approche permet de générer des clones identiques, puisque le codon stop sera 

toujours à la même position. Ensuite, par clonage, nous avons isolé au moins 3 clones 

contrôles (CTR) et 3 clones VDAC2-KO pour chacune des lignées, qui ont été vérifiés par 

séquençage et Western Blot. De plus, nous avons vérifié la structure mitochondriale des 

clones par microscopie confocale pour s’assurer que le VDAC2-KO n’entraîne pas de 

modifications morphologiques majeures et le réseau mitochondrial semble intact (données 

préliminaires, Figure 22).  
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Figure 22 - Structure des mitochondries des cellules CTR et VDAC2-KO dans les lignées KMM1 
et KMS12PE 

Les clones CTR ou VDAC2-KO dans les lignées KMM1 et KMS12PE ont été incubées avec 40nM de 

mitotracker Red CMX ROS pendant 10 minutes afin d’identifier les mitochondries, puis fixées et 

déposées sur lame. Les cellules ont été observées par microscopie confocale (x60) et l’échelle (10µm) 

est indiquée sur chaque image. La microscopie confocale a été réalisée avec Steven de la plateforme 

MicroPICell à Nantes. 

 

Une première analyse de gènes différentiellement exprimés (DGE) entre les clones CTR et 

les clones VDAC2-KO après séquençage en 3’ SRP ne nous a pas permis d’observer de 

différence commune entre les deux lignées, excepté VDAC2. En revanche, une analyse par 

spectrométrie de masse nous a permis d’observer que parmi toutes les protéines 

différentiellement exprimées, seules 2 sont communes aux deux lignées KMS12PE et KMM1 : 

les protéines VDAC2 et BAK. 

Cette perte drastique de la protéine BAK a été confirmée par Western Blot. Si l’on peut 

observer une baisse de la protéine BAK, il n’y a pas de différence d’expression de son gène 

BAK1. Par la suite, nous avons montré que l’expression protéique de VDAC2 dans 21 HMCLs 

corrèle avec l’expression protéique de BAK, et non celle de BAX. On retrouve aussi une 

corrélation entre les niveaux ARNm de VDAC2 et BAK1 dans 17 HMCLs, mais aussi dans la 

cohorte MMRF-CoMMpass, mais pas entre VDAC2 et BAX. De plus, nous avons confirmé 

l’interaction qu’il existe entre VDAC2 et BAK en utilisant la technique de cross-linking et en 

utilisant le cross-linker DSS (Cheng et al., 2003). Le cross-linking est une réaction chimique 
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qui vise à créer des liaisons covalentes entre des atomes ou des molécules. Le DSS, 

également appelé subérate de disuccinimidyl, est un agent de réticulation perméable à la 

membrane et non clivable qui contient un ester de N-hydroxysuccinimide (NHS) réactif aux 

amines à chaque extrémité d’un bras espaceur de 8 carbones. Il permet d’observer 

l’interaction de deux protéines entre elles à une distance de 11,4 Å, puisque cela correspond 

à la taille de son bras espaceur. En plus de confirmer cette interaction physique existant entre 

VDAC2 et BAK, nous avons aussi montré qu’il existe une interaction entre VDAC2 et BAX 

dans les cellules de MM (Figure 23). 

Concernant la localisation cellulaire des effecteurs BAK et BAX, on retrouve une localisation 

majoritaire de BAX à la mitochondrie (mito) et une faible fraction (<10%) au cytosol (cyto) dans 

les cellules CTR (CTR7 pour KMS12PE et CTR4 pour KMM1). VDAC1 est un contrôle positif 

de la localisation mitochondriale et la TUBULIN un contrôle positif du cytosol. Dans les clones 

VDAC2-KO (VDAC2-KO8 pour KMS12PE et VDAC2-KO6 pour KMM1), la localisation de BAX 

est à l’équilibre entre la mitochondrie et le cytosol. Concernant la localisation cellulaire de BAK, 

elle est identique pour les clones CTR et VDAC2-KO et est exclusivement mitochondriale 

(Figure 24).  

 

Nous avons, pour la première fois, mis en évidence comment VDAC2 régule la protéine BAK. 

En effet, l’utilisation d’un inhibiteur du protéasome seul, le Bortezomib, n’a pas permis de 

récupérer l’expression protéique basale de BAK. L’utilisation d’un inhibiteur des voies 

lysosomales, la Bafilomycine A1, qui bloque la fusion entre les lysosomes et l’autophagosome, 

n’a pas non plus permis de récupérer l’expression protéique de BAK. De manière intéressante, 

c’est en combinant les deux molécules pendant 24h que nous avons retrouvé la même 

expression de BAK dans les clones VDAC2-KO que dans les clones CTR.   

 

Pour appuyer ce rôle de VDAC2 dans la stabilité de BAK, j’ai aussi utilisé de la cycloheximide 

(CHX). La CHX est un inhibiteur de la synthèse protéique. Nous avons traité les cellules CTR 

et VDAC2-KO avec la CHX pendant 24h. Dans les cellules CTR, nous n’avons pas réussi à 

déterminer la demi-vie de la protéine BAK. Nous n’avons pas pu aller au-delà de 24h de 

traitement car cette molécule induit trop de mort cellulaire dans ce modèle. Il semblerait que 

la protéine BAK soit stable avec une demi-vie supérieure à 24h. En revanche, dans les cellules 

VDAC2-KO, malgré leur expression de BAK faible, la CHX permet une dégradation rapide de 

cette protéine, permettant d’identifier sa demi-vie à moins de 10 heures dans les lignées KMM1 

et KMS12PE (Figure 25).  
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Figure 23 - Interaction endogène entre les protéines VDAC2 et BAX par cross-linking 

Utilisation du cross-linker DSS pour voir l’interaction entre VDAC2 et BAX dans la lignée KMS12PE. Le 

Western Blot représente l’interaction observée avec l’anticorps BAX. La bande VDAC2-BAX est 

retrouvée à environ 55 kDa.  

 

Figure 24 - Localisation cellulaire de BAK et BAX dans les cellules CTR et VDAC2-KO 

(A) Western Blot représentant les localisations cytosoliques ou mitochondriales des protéines BAK et 

BAX dans les cellules CTR ou VDAC2 KO dans les lignées KMS12PE et KMM1. La protéine VDAC1 

est utilisée comme contrôle spécifique de la localisation mitochondriale et la TUBULIN comme contrôle 

pour la localisation cytosolique. (B) Quantification de la protéine BAX. Le % de fraction cytosolique et 

de fraction mitochondriale est calculée en fonction de la quantification additionnée des deux bandes. 

(C) Quantification de la protéine BAK. Le % de fraction cytosolique et de fraction mitochondriale est 

calculée en fonction de la quantification additionnée des deux bandes.  
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Figure 25 - VDAC2 joue un rôle dans la stabilité de la protéine BAK 

(A) Western Blot de l’expression protéique de BAK et BAX après traitement à la cycloheximide (CHX) 

pendant 0, 3, 6, 10 ou 24h dans les clones CTR (CTR6) ou VDAC2-KO (STOP8) dans la lignée 

KMS12PE.  (B) Western Blot de l’expression protéique de BAK et BAX après traitement à la 

cycloheximide (CHX) pendant 0, 3, 6, 10 ou 24h dans les clones CTR (CTR3) ou VDAC2-KO (STOP6) 

dans la lignée KMM1. (C) % de la protéine BAK obtenue après quantification du Western Blot afin de 

déterminer la demi-vie de BAK au cours du temps dans les clones CTR6 ou STOP8 dans la lignée 

KMS12PE. (D) % de la protéine BAK obtenue après quantification du Western Blot afin de déterminer 

la demi-vie de BAK au cours du temps dans les clones CTR3 ou STOP6 dans la lignée KMM1.  

 

En plus de ce rôle dans la stabilité de la protéine VDAC2, nous nous sommes intéressés au 

rôle de la perte de VDAC2 dans l’apoptose. Grâce au BH3-profiling, nous avons mis en 

évidence que les cellules VDAC2-KO et BAK-KO perdent totalement leur priming 

mitochondrial. Cette perte de priming mitochondrial est à la fois une perte du priming global, 

puisqu’avec l’utilisation des peptides dérivés de BIM, ou encore de BMF, il n’y a plus de 

relargage de cytochrome c. Mais c’est aussi une perte de la dépendance à la fois de MCL-1, 

mais aussi de BCL-2. Cela montre donc, dans notre modèle cellulaire, que la mort induite est 

dépendante à la fois de VDAC2 et de BAK, mais pas de BAX. En effet, dans les cellules BAX-

KO, le priming mitochondrial global n’est pas modulé. En revanche, bien qu’il n’y ait pas de 

différence significative concernant la dépendance à MCL-1, il y a une tendance à la diminution 

dans les cellules BAX-KO (Figure 26).  
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Figure 26 - Les cellules BAX-KO ne présentent pas de modification de leur priming mitochondrial  

BH3 profiling réalisé dans un clone CTR et un clone BAX-KO dans la lignée KMM1. Le priming 

mitochondrial global est évalué par le peptide dérivé BIM ou par BMF. La dépendance à MCL-1 est 

évaluée par le peptide dérivé MS1 et le peptide PUMA 2A est utilisé comme contrôle négatif. La heat-

map représente la moyenne de 3 expériences. L'analyse statistique a été réalisée à l'aide du test 2-way 

ANOVA. 

 

De manière surprenante, l’inhibition transitoire de VDAC2 par siRNA semble avoir un autre 

effet. L’utilisation d’un siRNA dirigé contre VDAC2, pendant 24h ou 48h ne modifie pas 

l’expression protéique de BAK ou de BAX. En revanche, on peut voir que cette inhibition 

permet une sensibilisation aux signaux apoptotiques intrinsèques.  Ces résultats proviennent 

du travail de Master 2 BBRT (Nantes Université) de Chloé Antier, (son mémoire « Rôle de 

VDAC2 dans la régulation de la mort cellulaire BAK/BAX dépendant dans le myélome 

multiple »). Lorsque l’on utilise du S63845 ou du vénétoclax, les cellules sont sensibilisées à 

la mort avec le siVDAC2. En revanche, VDAC2 ne semble pas jouer de rôle dans l’apoptose 

extrinsèque puisque son inhibition en combinaison avec du TRAIL, ne permet pas de 

sensibiliser à la mort cellulaire. Cette sensibilisation à la mort est confirmée par l’utilisation du 

BH3-profiling, qui nous a permis de montrer que l’on a une augmentation du priming 

mitochondrial global, et de la dépendance à MCL-1 et BCL-2 quand on inhibe transitoirement 

VDAC2. Parmi la sensibilisation aux signaux apoptotiques, nous avons aussi trouvé une 

sensibilisation au Bortezomib, mais aussi au Melphalan et à la Thapsigargine (Figure 27). 

De plus, en utilisant des anticorps reconnaissant les formes actives de BAK et de BAX, nous 

avons montré que l’extinction transitoire courte (24 ou 48h) de VDAC2 permet une activation 

de BAK, mais pas de BAX. Ce rôle de VDAC2 dans la sensibilisation à la mort via BAK semble 

donc transitoire, étant donné le rôle de VDAC2 dans la stabilité de BAK. D’autant plus que 

nous avons renforcé ce message en faisant des siRNA sur une plus longue durée. Ainsi, nous 

avons observé une baisse de l’expression protéique de BAK lors de l’extinction de VDAC2 par 

siRNA pendant 5 jours. Des données préliminaires nous montrent aussi que cette baisse 

protéique de BAK est accompagnée par une diminution du priming mitochondrial (Figure 28). 
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Figure 27 - Sensibilisation à différents signaux apoptotiques par l’extinction transitoire de 
VDAC2 

(A) et (B) Les cellules ont été transfectées avec des siRNA dirigés contre VDAC1, VDAC2 ou VDAC3. 

Elles ont ensuite été traitées pendant 24h avec de la thapsigargine ou pendant 48h avec du bortezomib 

ou du melphalan selon les doses indiquées dans les lignées KMM1 et KMS12PE respectivement. La 

mort cellulaire a été évaluée par marquage à l'Annexine V. Les résultats représentent la moyenne ± SD 

de 4 expériences indépendantes et un test de Mann-Whitney a été utilisé pour comparer le siVDAC2 

avec le sict. Ces résultats sont issus du mémoire de Master 2 de Chloé Antier (Année universitaire 

2020-2021, nom du mémoire : « Rôle de VDAC2 dans la régulation de la mort cellulaire BAK/BAX 

dépendante dans le myélome multiple »). 

 

Figure 28 - Diminution du priming mitochondrial par un siRNA à long terme dirigé contre VDAC2  

BH3 profiling réalisé dans la lignée KMM1 transfectée par un siRNA contrôle (ct) ou dirigé contre VDAC2 

pendant 120h. Le priming mitochondrial global est évalué par le peptide dérivé BIM ou par BMF. La 

dépendance à MCL-1 est évaluée par le peptide dérivé MS1 et le peptide PUMA 2A est utilisé comme 

contrôle négatif (N=1).  



 108 

Nous avons donc utilisé une molécule, l’Efsevin, permettant de cibler pharmacologiquement 

VDAC2 pour moduler son activité (Wilting et al., 2020). Tout d’abord, mon travail de thèse a 

permis de confirmer que l’utilisation de l’Efsevin, même jusqu’à 5 jours, ne module ni 

l’expression de VDAC2, ni celle de tous les autres membres de la famille BCL-2 dans le MM. 

Ensuite, j’ai montré que l’Efsevin seule n’induit pas la mort cellulaire, à différents temps mais 

aussi à différentes concentrations. L’utilisation de ce modulateur de VDAC2 nous a permis de 

mettre en évidence que cette molécule augmente le priming mitochondrial global mais 

augmente aussi la dépendance à MCL-1 et BCL-2. Ainsi, son utilisation en combinaison avec 

le S63845 a permis une sensibilisation à la mort de 4 sur 6 HMCLs testées. Cela nous a permis 

de montrer qu’il existe une corrélation entre le niveau protéique de VDAC2 et la sensibilisation 

à l’Efsevin. En effet, plus les cellules ont une expression forte de VDAC2 et mieux elles seront 

sensibilisées à la mort (Figure 29). Sur 4 autres HMCLs testées, nous avons aussi montré que 

l’Efsevin en combinaison avec le vénétoclax permet une sensibilisation à la mort cellulaire. 

Nous avons confirmé dans les lignées KMM1 et KMS12PE que la combinaison de l’Efsevin 

avec le S63485 ou le vénétoclax était efficace puisque l’on observe un effet qui est synergique.  

 

 

Figure 29 - La sensibilisation à la mort cellulaire avec l’Efsevin est proportionnelle à l’expression 
protéique de VDAC2 

(A) Quantification du niveau protéique de VDAC2 dans 6 HMCLs, représentant la moyenne d’au moins 

deux expériences. (B) Corrélation entre le niveau protéique de VDAC2 et le facteur de sensibilisation à 

l’Efsevin au S63845 obtenu par la LD50 au S63845 seul / la LD50 au S63845 + l’Efsevin. Les corrélations 

sont obtenues après 24h, 96h ou 120h de traitement à l’Efsevin. Ces corrélations ont été évaluées par 

le test de Spearman, les valeurs p et r sont indiquées. 
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De manière intéressante, nous avons montré que cette sensibilisation à la mort due aux BH3-

mimétiques est présente dans les lignées, dans les clones CTR mais aussi dans les cellules 

dépourvues en BAX (BAX-KO). En revanche, nous n’avons pas observé cet effet 

sensibilisateur de l’efsevin dans les cellules dépourvues en BAK (BAK-KO). De plus, nos 

données préliminaires suggèrent que le BH3-mimétique ciblant BCL-XL, le A1155463, 

sensibilise aussi à la mort en combinaison avec l’Efsevin (Figure 30). 

 

Figure 30 - L’Efsevin en combinaison avec le A1155643 sensibilise les HMCLs 

Les HMCLs ANBL6 et MDN ont été traitées avec de l'Efsevin (10µM) pendant 72h et ensuite avec du 

A1155463 pendant 24h. La mort cellulaire a été évaluée par marquage à l'Annexine V et lecture en 

cytométrie de flux. Les valeurs de LD50 correspondent à la moyenne ± SD de 3 ou 4 expériences 

indépendantes. L'analyse statistique a été réalisée à l'aide du paired t test. 

 

Enfin, nous avons testé l’effet de ce modulateur sur des échantillons primaires de patients 

atteints de MM afin de pouvoir envisager son utilisation clinique. Nous avons donc utilisé une 

cohorte comprenant 27 patients. Ainsi, nous avons montré que l’Efsevin (15µM) permet une 

sensibilisation à la mort en combinaison avec le S63845 (25nM). L'association du S63845 et 

de l'Efsevin s'est avérée efficace dans 96% des échantillons, étant additive dans 16 

échantillons (59%) et synergique dans 10 échantillons (37%). Pour la première fois, nous 

avons donc montré l’intérêt de cibler VDAC2 par un modulateur de son activité, en 

combinaison avec un BH3-mimétique, pour sensibiliser à la mort cellulaire. Ces résultats ont 

été valorisés par le dépôt d’un brevet, qui est actuellement en cours de d’expertise 

(EP24305736.1).  

J’ai eu l’opportunité de présenter ce travail lors de deux communications posters. Tout d’abord, 

j’ai présenté ce projet sur VDAC2 dans le MM lors du symposium organisé par le laboratoire 

(CRCI2NA) à Nantes, en mars 2024. Ensuite, j’ai présenté ce même poster lors d’un congrès 

organisé par l’International Cell Death Society à Ghent, en Belgique en mai 2024. De plus, un 

poster de mon projet de thèse sera présenté à l’American Society of Hematology (ASH) à San 

Diego le 08 décembre 2024. 
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ABSTRACT 

 

BAX and BAK are key executors of apoptosis, and non-BCL2 family proteins, such as voltage-

dependent anion channel-2 (VDAC2), are emerging as regulators of their function. Here, we focused on 

the interplay between VDAC2 and BAK/BAX effectors in multiple myeloma. In 764 myeloma samples 

from the MMRF-CoMMpass cohort, low VDAC2 expression was associated with poor overall survival 

(p=0.036), and VDAC2 expression directly correlated with BAK1 expression (r=0.263; p<0.0001). In 

17 Human Myeloma Cell Lines (HMCLs), VDAC2 expression was heterogeneous and correlated with 

BAK, but not BAX, at both mRNA and protein levels (p=0.0052 and p=0.021, respectively). We 

demonstrated that complete deletion of VDAC2 in p53-mutated myeloma cell lines was deleterious, 

leading to BAK degradation via the proteasome and lysosome pathways and impairing mitochondrial 

priming.  Conversely, transient silencing of VDAC2 preserved BAK expression, increased 

mitochondrial priming, induced BAK activation, and subsequently enhanced cell death induced by BH3-

mimetics. We provided the first evidence that the VDAC2-modulator Efsevin, enhanced mitochondrial 

priming and synergized with MCL1 or BCL2 BH3-mimetics in both HMCLs and patient samples. 

Together, these data show that VDAC2 is crucial for the protein stability and function of BAK, but not 

BAX, and highlight the potential for pharmacologically targeting VDAC2 in myeloma. 



 112 

INTRODUCTION 

The evasion of apoptosis is an essential feature of cancer cells (1). The BCL2 family has emerged as a 

promising therapeutic target in cancer due to its ability to tightly regulate apoptosis. This family includes 

anti-apoptotic proteins (MCL1, BCL2 and BCLXL) and two sets of pro-apoptotic proteins, the BH3-

only (e.g. BIM, BMF, NOXA) and the pore-forming effectors BAK and BAX. These proteins determine 

the cell’s fate by regulating themselves through protein-protein complexes (2,3), with some interactions 

favoring death and others promoting cell survival. Triggering the apoptotic pathway involves the 

activation and oligomerization of the pro-apoptotic effectors BAX and BAK, which ultimately causes 

the mitochondrial outer membrane permeabilization (MOMP) (4). Complex mechanisms are involved 

in the regulation of BAX/BAK, beyond their sequestration by the anti-apoptotic BCL2 counterparts, 

non-BCL2 family proteins are emerging as partners of these effectors, and are considered as novel 

regulators of apoptosis (5). Different studies have reported that proteins from the Voltage-dependent 

anion channels (VDAC) family interact with BCL2 family members (6). The Voltage-dependent anion 

channels VDAC1, VDAC2 and VDAC3 are the most abundant proteins at the mitochondria outer 

membrane (MOM), where they allow the passage of ions and metabolites (7,8). Although the three forms 

can substitute for one another in the metabolite and ion flux (9), they also have nonredundant roles. 

VDAC2 is a source of particular attention because of its role in the regulation of apoptosis (10). 

Nevertheless, it is not clear how this occurs mechanistically, with contrasting evidence for the role of 

VDAC2 in regulating BAX and BAK effectors. Notably, VDAC2 was reported as being necessary for 

efficient BAX-dependent apoptosis (11), while conversely inhibiting BAK apoptotic function (10). 

These findings indicate that BAX and BAK are distinctly regulated, despite being considered as 

functionally redundant. 

Multiple Myeloma (MM) is a B-cell hemopathy accounting for 10% of hematological malignancies and 

it is the second most common hematologic cancer. Despite current excellent treatment options, relapses 

invariably occur (12). Among resistance mechanisms, we and others have shown that MM cells 

overexpress anti-apoptotic BCL2 members, which sequester and keep in check the pro-apoptotic BH3-

only and the effectors BAK/BAX, contributing to resistance to treatments (13-16). BAX, but not BAK 

is a well-known p53 target gene, and it has been recently shown that p53-mediated BAX regulation is 

required for optimal response to BH3-mimetics targeting BCL2 or MCL1 (17-19). In p53-deficient 

myeloma cells that display a low BAX expression, residual apoptosis is expected to rely on BAK 

expression and regulation. Therefore, to investigate the impact of VDAC2 on the regulation of the 

apoptotic response, we have used genome-editing and transient silencing to target VDAC2 in TP53mut 

myeloma cell lines. By combining genomics, proteomics and functional approaches, we demonstrated 

that VDAC2 regulates BAK protein stability and controls mitochondrial priming. 
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We provided the proof-of-concept that pharmacologically targeting VDAC2 with the VDAC2 modulator 

Efsevin enhances the apoptotic response. 

RESULTS 

1. VDAC2 extinction impairs BAK protein expression  

The RNA-seq expression of the three Voltage-dependent anion channel family members, VDAC1, 

VDAC2 and VDAC3, was analyzed in myeloma cells from 764 patients, at diagnosis, from the Multiple 

Myeloma Research Foundation (MMRF)-CoMMpass cohort. VDAC1, VDAC2 and VDAC3 were 

heterogeneously expressed, with VDAC1 being predominant and more abundant than VDAC2 and 

VDAC3 (Figure 1A). The group of patients which expressed higher VDAC2 levels (n=509) had 

significantly higher overall survival (OS) (p=0.036) compared to the one expressing lower VDAC2 

levels (n=255). Conversely, OS was not significantly affected by the level of expression of either VDAC1 

(p=0.50) or VDAC3 (p=0.88) in this cohort (Supplementary Figure 1A). In HMCLs (n=17), VDAC2 

expression was inferior to both VDAC1 and VDAC3 (Figure 1A). To elucidate the impact of VDAC2, 

we generated control (CTR) and VDAC2-KO clones in two MM cell lines, KMS12PE and KMM1. 

Firstly, we established the transcriptomic profile of the clones. We found that 3 and 9 genes were 

differentially expressed between the CTR and the VDAC2-KO clones in KMS12PE and KMM1, 

respectively (FDR <0.05); but none, excepting VDAC2 itself, was common to both cell lines (Figure 

1B, Supplementary Table S1-2). The expression of VDAC1 and VDAC3 was unchanged in VDAC2-KO 

clones (Supplementary Fig 1B).  

To further validate these results and explore potential regulation at the protein level, we used a label-

free DIA LC-MS/MS proteomics approach to identify proteins differentially expressed in VDAC2-KO 

clones. We identified 25 and 24 proteins differentially expressed in KMS12PE and KMM1, respectively 

(logFC< -1 or logFC> 1 and p< 0.05; Figure 1C, Supplementary Table S3-4). Notably, only 2 proteins, 

VDAC2 and BAK, were consistently down-regulated in both HMCLs (Figure 1C). Protein expression 

of VDAC1 and VDAC3 remained unchanged in VDAC2-KO cells (Supplementary Figure 1C). 

Concurring with the proteomic results, along with VDAC2, only BAK was significantly decreased in 

VDAC2-KO cells (Figure 1D, upper and lower panel). The protein levels of BAX and the other members 

of the BCL2 family were not substantially modified upon VDAC2-deletion in both VDAC2-KO cell 

lines, except for NOXA, which was only decreased in the KMS12PE cell line (Figure 1D, 

Supplementary Figure 1D). The mRNA levels of BAK1 and BAX remained unchanged in both VDAC2-

KO cell lines (Supplementary Figure 1E), indicating that VDAC2 regulates BAK exclusively at the 

protein level. 
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2. VDAC2 and BAK expression directly correlates and they form endogenous complexes at the 

mitochondria 

To better understand the relationship between VDAC2 and BAK, we analyzed their protein expression 

in HMCLs (n=21, Figure 2A). VDAC2 and BAK expression correlated in most, but not all, HMCLs (13 

out of 21, r=0.500; p=0.02) while no correlation was observed with BAX (r= -0.01863; p=0.9344, Figure 

2B). Moreover, when analyzing publicly available proteomic data from 12 MM patient samples at 

diagnosis and at relapse (20), we also found a direct correlation between VDAC2 and BAK protein 

levels (r=0.7622; p=0.0055), whereas no correlation was found between VDAC2 and BAX protein 

expression (r=0.06294; p=0.8515, Supplementary Figure 2A). Additionally, we also found a direct 

correlation between VDAC2 and BAK1 mRNA levels in HMCLs (r=0.6569; p=0.0052) and in patient 

samples from the MMRF-CoMMpass cohort (r=0.2630; p=<0.0001). However, no correlation between 

VDAC2 and BAX mRNA levels was observed in either set of data (Supplementary Figure 2B). 

While VDAC2 and BAK protein expression levels correlated at the protein level in most HMCLs and 

in primary MM cells, the decrease in BAK protein expression in VDAC2-KO cells suggests that VDAC2 

both directly interacts with and regulates BAK. We therefore evaluated whether BAK and VDAC2 were 

associated at the mitochondria, using a protein cross-linking assay: a ~60 kD BAK-VDAC2 complex 

was detected either by an anti-BAK or anti-VDAC2 antibody in control clones, but not in VDAC2-KO 

clones (Figure 2C). Collectively, these findings indicate that VDAC2 forms complexes with BAK at the 

mitochondria and they suggest that their endogenous interaction could be crucial for BAK stability. 

 

3. VDAC2 controls BAK protein degradation and regulates mitochondrial priming  

To go deeper into the mechanisms involved in the reduction of BAK in the absence of VDAC2, we 

further investigated if the main protein degradation pathways were implicated in this process. While 

proteasome inhibition by Bortezomib (Bz) or the blockage of lysosomal degradation by Bafilomycin A1 

(Baf A1) alone did not induce BAK recovery in VDAC2-KO cells, the simultaneous inhibition of both 

pathways rescued BAK levels, with a 5.7-fold increase at 16 hours and 7.7-fold increase at 24 hours 

(Figure 3A). These findings confirmed that the decrease in BAK levels induced by VDAC2 deletion 

was due to its degradation.  

To further characterize the functional consequences of the interplay between VDAC2 and BAK at the 

mitochondria, we performed a BH3-profiling assay. Figure 3B shows that KMS12PE and KMM1 

control cells were similarly primed, showing 63% and 44% of cytochrome c release in response to BIM-

derived peptide (0.05 µM), respectively. Specifically, KMS12PE was mainly BCL2-dependent, showing 

92% of cytochrome c release upon Venetoclax (2 µM), while KMM1 was mainly MCL1-dependent, 

with 57% of cytochrome c release in response to MS1 peptide (5 µM). In VDAC2-KO cells, all the 
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responses to peptides or Venetoclax were abrogated, with cytochrome c release falling below 2% (Figure 

3B).  

To confirm the key role of BAK in the loss of priming observed in VDAC2-KO cells, we generated BAK-

KO KMM1 cells, which indeed fully recapitulated the VDAC2-KO phenotype with respect to 

mitochondrial priming and specific dependencies (Figure 3C).  

These data demonstrate that VDAC2-dependent BAK protein expression is critical for mitochondrial 

priming in KMS12PE and KMM1 cell lines. 

 

4. Transient silencing of VDAC2 do not impair BAK expression and increase mitochondrial 

priming 

To better understand the dynamic link of BAK decrease in VDAC2-KO cells, we analyzed the 

consequences of the transient knock-down of VDAC2 using siRNA transfection. After 24h or 48h of 

VDAC2 siRNA transfection of KMS12PE or KMM1 cells, respectively, the decrease in VDAC2 did not 

modify the level of BAK protein expression (Figure 4A). However, longer transfection times (120 hours) 

decreased BAK protein levels in both cell lines (Supplementary Figure 3A).  

In contrast to stable permanent VDAC2 deletion, transient VDAC2 silencing increased the global 

mitochondrial priming, as shown by the enhanced cytochrome c release triggered by BIM-derived 

peptide, by 35% (p=<0.0001) and 19% (p=0.0026) in KMS12PE and KMM1, respectively (Figure 4B). 

Dependencies on MCL1 and BCL2, as measured using a low dose of Venetoclax (0.5 µM), were also 

significantly heightened when VDAC2 was partially inhibited, resulting in a 1.4 to 5.4-fold increase of 

cytochrome c release (Figure 4B). Accordingly, cell death induced by the MCL1 mimetic S63845 or 

Venetoclax was significantly increased: S63845 LD50 decreased from 92 nM to 21 nM (4.4-fold 

decrease) and from 85 nM to 28 nM (3.0-fold decrease) in KMS12PE and KMM1, respectively. 

Furthermore, Venetoclax LD50 decreased from 35.25 nM to 2.6 nM in KMS12PE (13.6-fold decrease, 

Figure 4C and Supplementary Figure 3B). Of note, VDAC2 silencing had no effect on the extrinsic 

apoptotic pathway, as cell death induced by recombinant TRAIL was not modified upon VDAC2 

transient silencing. (Figure 4C, Supplementary Figure 3B).  

Next, we sought to assess whether the transient silencing of VDAC2 had an impact on BAK 

conformation. Indeed, BAK activation relies on its conformational change, assessed by the exposure of 

its α1 helix, detectable using flow cytometry (21). Indeed, transient silencing of VDAC2 induced an 

approximately 2-fold increase in activated BAK. However, it did not lead to an increase in activated 

BAX, as no significant rise in the exposure of the BAX N-terminal region was detected in this condition 

(Figure 4D). 
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Taken altogether, these data indicate that the transient silencing of VDAC2 does not impair BAK levels 

but allows BAK activation, thereby heightening mitochondrial priming and rendering cells more 

sensitive to apoptosis induced by BH3-mimetics.  

 

5. The VDAC2 modulator Efsevin increases mitochondrial priming and sensitizes MM cells to 

BH3-mimetics  

Our aforementioned results prompted us to look for a pharmacological modulation of VDAC2 activity 

that could have a similar impact to the transient silencing of VDAC2 in the apoptotic response. Efsevin 

has been identified through library screening for chemicals that are capable of reversing the arrhythmia 

phenotype observed in the tremblor zebrafish model (22). Recently, this activity was shown to be 

dependent on VDAC2, and Efsevin was found bound to VDAC2 (23). Firstly, we investigated whether 

this VDAC2 modulator modified the expression levels of BAK and BAX, and the other BCL2 family 

proteins. Figure 5A shows that the protein levels of BAK, BAX and VDAC2 remained stable from 24 

up to 120 hours of Efsevin (EF) treatment. Similarly, the expression of the anti-apoptotic BCL2 members 

and the BH3-only counterparts was not consistently modified (Supplementary Figure 4A). As shown in 

Figure 5B, Efsevin significantly enhanced (up to 9-fold) cytochrome c release induced by BIM (0.05 

µM), MS1 (10 µM for KMS12PE and 5 µM for KMM1) peptides and a low dose of Venetoclax (0.5 

µM) in both KMS12PE and KMM1 cells. This Efsevin-induced increase in mitochondrial priming in 

KMM1 and KMS12PE cells was not associated with an increase in the activation of either BAK or BAX 

(Figure 5C, Supplementary Figure 4B).  

To confirm the impact of Efsevin on mitochondrial priming, we combined Efsevin with S63845 or 

Venetoclax in 9 HMCLs. Efsevin itself did not induce apoptosis in HMCLs (Supplementary Figure 4C-

4D). Although the efficacy of this combination was observed as early as 24 hours of treatment 

(Supplementary Figure 4E), we opted to determine LD50 values after 96 hours, with S63845 or 

Venetoclax added for the last 24 hours. As shown in figure 5D, Efsevin significantly sensitized 4 out of 

6 HMCLs (BCN, KMS12PE, KMM1 and MM1S) to S63845, resulting in a 1.7- to 4.6-fold decrease in 

S63845 LD50 (Table 1A). The Bliss synergy scores calculated in KMM1 and KMS12PE (mean values 

were 39.7 ± 2.9 and 34.3 ± 2.3, respectively) confirmed a strong synergy between Efsevin and S63845 

(Supplementary Figure 4F). 

Similarly, we also found a significant synergy between Efsevin and Venetoclax in 4 t(11;14) HMCLs 

(KMS12PE, MDN, KARPAS620 and XG5), resulting in a 1.8- to 6.8-fold decrease in Venetoclax LD50, 

with a Bliss score of 39.7 ± 2.9 in KMS12PE (Figure 5E, Supplementary Figure 4F). Notably, this 

synergy appeared to be independent of TP53 status: sensitization to MCL1 or BCL2 BH3-mimetics was 

similar in TP53+/+ and TP53-/mut HMCLs (Table 1A and 1B), as well as in the isogenic NCI-H929 TP53-
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/- and NCI-H929 TP53+/+ cells, resulting in a 1.6-fold and a 1.8-fold decrease in S63845 LD50, 

respectively (Supplementary Figure 4G).  

To further investigate whether the observed synergy of the Efsevin/S63845 combination depended on 

BAK, we generated BAX- and BAK-KO KMM1 cells. The extinction of BAX or BAK (Supplementary 

Figure 4H) significantly increased the LD50 of S63845 (from 84 nM to 167 nM and 400 nM, 

respectively), with BAK-KO cells showing high resistance to S63845 (Figure 5F). While Efsevin 

similarly decreased S63845 LD50 in control cells (from 84 to 33 nM) and BAX-KO cells (from 167 to 

65 nM), it did not overcome the S63845 resistance of BAK-KO cells (Figure 5F). These data confirmed 

that BAK expression is required for Efsevin sensitization to S63845. 

Since we and others have demonstrated that MM is mainly dependent on MCL1 for survival (Gomez-

Bougie et al., 2018; Gong et al., 2016), we assessed the effect of Efsevin (15 µM) in combination with 

S63845 (25 nM) in cells from 27 consecutive patients, 14 at diagnosis and 13 at relapse (Table 2). 

Median cell death induced by Efsevin, S63845 and their combination was 6.9%, 31.7%, and 54.7%, 

respectively (Figure 5G, left panel). Because it was not possible to perform synergy assays in patient 

samples, we analyzed the differences between the expected and the observed values (Figure 5G, right 

panel). The combination of S63845 and Efsevin was indeed effective in 96% of the samples, being 

additive (-10% < observed minus expected death < 10%) in 16 samples (59%) and synergistic (observed 

minus expected death > 10%) in 10 samples (37%). 
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DISCUSSION 

 

Apoptosis regulation in cancer cells depends on the global expression of BCL2 family members and 

their interactions at mitochondria. In MM, apoptosis deregulation partly relies on the increased 

expression of MCL1, which is associated with 1q gain, a secondary chromosomal abnormality present 

in 40% of patients at diagnosis and up to 70% at relapse (25). On the other hand, the expression of the 

effector protein BAX, but not BAK, depends on TP53 status, BAX being a direct target gene of p53. 

Despite the functional redundancy of BAX and BAK in MOMP, their regulation differs, as only BAX 

expression increases in response to p53-induced stresses. Recent studies have shown that the p53-

regulated BAX levels are critical for an optimal response to BH3-mimetics targeting MCL1 or BCL2 in 

MM and other hematological malignancies (18,19,26). In p53-proficient cells, apoptosis predominantly 

depends on BAX, whereas in p53-deficient cells it is expected to rather depend on BAK, expression that 

is similar or increased in p53-deficient cells compared with p53-proficient cells (19). Because VDAC2 

plays a crucial role in apoptosis regulation by interacting with BAK and/or BAX, we investigated the 

impact of permanent or transient VDAC2 silencing on the apoptotic capacity of p53mut cells. We 

demonstrated that VDAC2 plays a major role in the apoptotic response by regulating BAK expression 

and function. 

We found that high VDAC2 expression was associated with favorable OS in MM patients, consistent 

with similar findings in glioma patients (27), suggesting that VDAC2 may play a role in preserving 

apoptotic capacity. The high VDAC2 expression in MM is not related to an amplification of the long 

arm of chromosome 10, where VDAC2 is located (10q22). Moreover, we observed that the expression 

of BAK1, located on 6p21, but not of BAX, significantly correlated with VDAC2 expression. Although 

this correlation was moderate, this finding reinforces the functional relationship between VDAC2 and 

BAK in apoptosis regulation. 

Using a large cohort of HMCLs and a CRISPR/Cas9 invalidation of VDAC2 in 2 HMCLs, we have 

demonstrated that 1) BAK and VDAC2 protein and mRNA levels correlated, 2) VDAC2 controls the 

stability of BAK, and 3) VDAC2 controls the mitochondrial priming in a BAK-dependent manner. 

Previous works using different VDAC2 extinction models provided contrasting results concerning the 

function of this channel, with some studies demonstrating no role, antagonism or even the promotion of 

the apoptotic response (10,28-30). To better understand these differences, we transiently silenced 

VDAC2 in MM cells, and it did not modify the expression of BAK but it led to increased mitochondrial 

priming and, consequently, enhanced the apoptotic response. These contrasting results suggest that the 

mitochondrial levels of VDAC2 may determine BAK stability, function, and the apoptotic threshold. 

Indeed, our results suggest that the complete deletion of VDAC2 may be deleterious due to the induced 

BAK degradation, which impairs mitochondrial priming. In contrast, a partial or transient decrease in 
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VDAC2 does not affect BAK levels and might leave BAK free to be activated, thereby enabling its pro-

apoptotic function and probably affecting the dynamics of BCL2 family interactions, a hypothesis that 

is currently under investigation. This finely tuned mechanism of the VDAC2 regulation of BAK might 

explain why, in different contexts, VDAC2 suppress or promote BAK pro-apoptotic activity 

(10,11,31,32). Cheng et al demonstrated that VDAC2-deficient MEFs, while showing moderately 

decreased levels of BAK, displayed enhanced activation of BAK and were more sensitive to apoptotic 

signals (10). Accordingly, it was demonstrated that BAK inhibition by VDAC2 is dependent on their 

physical interaction through the BAK transmembrane domain (33). Conversely, Roy et al reported that 

VDAC2-deficient MEFs exhibited a loss of sensitivity to tBID-induced apoptosis and a partial reduction 

of BAK levels (30). Roy et al also reported that proteasome inhibition did not restore BAK expression 

in VDAC2-deficient MEFs, and they concluded that reduction in BAK levels was due to the ineffective 

targeting of BAK to the mitochondria. A key finding in our study is the demonstration that simultaneous 

inhibition of both proteasome and lysosomes degradation restored BAK expression in VDAC2-KO cells, 

suggesting that VDAC2 is crucial for BAK function, most likely by facilitating BAK stabilization.  

The endogenous interaction between BAK and VDAC2 observed in mitochondrial fractions of MM 

cells has been previously described in other cellular models (10,34,35). This interaction has been 

considered a potential drug target in order to discover molecules that could promote apoptosis (36). 

However, to date, there is no compound capable of achieving this goal. To our knowledge, only two 

small molecules specifically target VDAC2. The first, WEHI-9625, blocks mouse BAK-driven 

apoptosis by stabilizing the interaction VDAC2/BAK, with no ability to impede apoptosis induced by 

human BAK. These results indicate that subtle differences must exist in how mouse-BAK and human-

BAK interact with VDAC2, differences that might influence the function of the VDAC2/BAK complex 

in each cellular model (36). The second, Efsevin, recently identified as a VDAC2 modulator, binds to 

VDAC2 (23) and reverses the arrhythmia phenotype observed in the tremblor zebrafish model, activity 

dependent on VDAC2 (22). However, Efsevin has never been assessed as an apoptotic modulator. We 

provided the first evidence that Efsevin enhances mitochondrial priming and synergizes with S63845 in 

a BAK-dependent manner, regardless of TP53 status. While Efsevin alone did not induce apoptosis, it 

requires additional apoptotic signals to trigger this process. Our findings suggest that Efsevin regulates 

apoptosis upstream MOMP, similar to the effect observed with transient VDAC2 silencing. However, 

Efsevin does not appear to affect the activation of either BAK or BAX. Further investigation is needed 

to elucidate the mechanism by which Efsevin enhances apoptosis. We have also presented evidences 

that Efsevin effectively enhances cell death induced by S63845 in myeloma cells from patients. Whether 

Efsevin can also enhance the apoptotic response in other hematological malignancies is currently under 

investigation. 

In conclusion, we have demonstrated that in MM cells, VDAC2 and BAK expression are correlated at 

both RNA and protein levels. VDAC2 controls BAK stability and function and the VDAC2 modulator 
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Efsevin increases BAK-dependent apoptosis. Efsevin is a novel strategy to heighten apoptotic priming 

and enhance the apoptotic response to BH3-mimetics particularly in the resistant MM cells. 

 

MATERIAL AND METHODS 

Human myeloma cell lines and primary myeloma cells  

Human Myeloma Cell Lines (HMCLs, n=21) were characterized as previously described (37) and tested 

for mycoplasma contamination by PCR. MDN, BCN, XG5, XG6, XG7, XG10, NAN11 and NAN12 

were derived in our laboratory and are cultured with RPMI1640 with 5% FCS and 3ng/ml recombinant 

IL-6. The KMM1, KMS12PE and KMS11 cell lines were kindly provided by Dr. Otsuki (Kawasaki 

Medical School, Kurashiki, Japan); KARPAS-620 (K620) by Dr. Karpas (Cambridge Clinical School, 

Cambridge UK); ANBL6 by Dr. Jelinek (Rochester, USA); MM1S by Dr. S. Rosen (Northwestern 

University, Chicago, USA); AMO1, LP1, L363, NCI-H929 (NCI), U266, OPM2 HMCLs were from 

DSMZ (Braunsweig, Germany) and JIM3 was provided by Dr. I. MacLennan (Birmingham Medical 

School, Birmingham, United Kingdom).  

Bone marrow/blood samples from MM patients were obtained after informed consent at University 

Hospital of Nantes, Department of Hematology (MYRACLE study; NTC03807128) (38).  

 

Reagents and antibodies 

Venetoclax (ABT-199) and Bortezomib were from Selleck Chemicals (Houston, TX, USA); S63845 

from Chemietek (Indianapolis, USA) and BafilomycinA1 from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, 

France). Efsevin was synthesized by Dr. Ohyun Kwon and Jose Antonio Moreno, (Department of 

Chemistry and Biochemistry, University of California, Los Angeles) and previously characterized (22). 

Anti-VDAC2 (PA5-28106) was purchased from Thermo Fisher (Waltham, Massachusetts, USA). Anti-

BAK (12105S), anti-BAX (2772S), anti- anti-BCLXL (2764S), anti-PUMA (12450S), anti-NOXA 

(14766), anti-TUBULIN (3873S) and anti-pEIF2alpha (9721S) from Cell Signaling (Ozyme, Saint-Cyr 

l’Ecole, France). BCLXL (sc-271121), MCL1 (sc-12756) from Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg, 

Germany). ACTIN (MAB1501) and BIM (Ab17003) from Millipore (Molsheim, France). Anti-BCL2 

from BD Transduction Laboratories (Le Pont de Claix, France). 
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Cell death assays  

Cell death was assessed by AnnexinV-FITC staining (Beckman Coulter, Villepinte, France) in HMCLs 

or loss of CD138 staining in patient samples using flow cytometry as previously described (15,19). 

 

CRISPR-CAS9 genome editing 

VDAC2, BAK1 or BAX knockout (KO) myeloma cells were generated by mutating a codon into a stop 

codon using KI CRISPR-CAS9. This approach is based on the specific cut followed by homologous 

recombination with the DNA matrix bearing the stop codon. It allows the generation of identic clones, 

as the stop codon will always be at the same position and it ensures the deletion of potential existing 

isoforms. 500,000 cells were transiently electroporated using the Amaxa Transfection System (Lonza) 

in the presence of 44 pmol Cas9 electroporation enhancer (IDT), with a RNP complex i.e., 36 pmol 

SpCas9 Nuclease pre-incubated with 44 pmol AATO550-conjugated tracerRNA and 44 pmol of the 

specific methylated crRNA, and a DNA donor containing the stop codon (TAG). crRNA sequences 

were:  

VDAC2 (5’-mAmTmTTGTTGAAGGTTTTGGGT-3’); BAK1 (5’-mAmGmACCTGAAAAATGGCTTCG-3’) 

and BAX (5’-mAmGmTAGAAAAGGGCGACAACC-3’). The following codons were mutated to a stop 

codon (TAG), VDAC2 TTG (L26), BAK1 TCG (S3) and BAX CGG (R109).  

Cells were then cultured in 96-well plates and cloned with a limiting dilution of 0.3 cells per well. Clones 

were characterized for VDAC2, BAK and BAX sequences by Sanger Sequencing (Supplementary 

Figure 5). Three clones VDAC2-KO, 3 clones BAK-KO, 3 clones BAX-KO and 3 CTR clones were 

selected for KMM1 cell line. For the KMS12PE cell line, 4 clones VDAC2-KO and 3 CTR clones were 

selected. Control clones were obtained using the same electroporation procedure, but without the 

addition of a target crRNA.  

 

Mass spectrometry and proteomic analysis 

Proteomic profile was performed using label-free DIA LC-MS/MS approach (Supplementary Material). 

The identification of each clone in the proteomic analysis is summarized in Table S5. 

 

RNA-seq analysis 

Genomic profiling of HMCLs clones was assessed by 3′–digital gene expression sequencing DGE-seq 

(3’seq-RNA), as previously described (16). The identification of each clone in the 3’seq-RNA analysis 

is summarized in Table S5. 
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siRNA transfection 

KMM1 cell line was transfected with 100 pmol siRNA using Lipofectamine RNAimaxTM Reagent 

(Life Technologies, St Aubin, France) according to the manufacturer’s instructions. KMS12PE cell line 

was transfected by nucleofection using the Amaxa Transfection System (Lonza), the SF Solution and 

the CA 137 program. siRNAs ON-TARGETplus Control (D-001810-10-20) and VDAC2 (L-019766-

00-0005) were from Dharmacon (Ilkirch, France). For longer transfection times, the respective siRNA 

was added after the first transfection period. 

 

Cross-linking 

Mitochondria-enriched fractions were obtained as previously described (Gomez-Bougie et al., 2007). A 

200 µg aliquot of this fraction was incubated 30 minutes at room temperature with 0.5 mM (final 

concentration) of Disuccinimidyl suberate crosslinker (DSS) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

Massachusetts, USA), which was diluted in DMSO just before addition. After incubation, DTT was 

added to a final concentration of 50 mM and incubated for 10 minutes at room temperature. Then, PBS 

was added up to 1.5 ml and centrifuged at 15 000 rpm for 15 minutes at 4°C. The pellet was resuspended 

in 60 µl of mitochondria lysis buffer and sonicated. The crosslinking reaction was split in two, 

denaturated and analyzed by western blotting. 

 

Intracellular BH3 profiling  

BH3 profiling assay was performed as previously described, using BH3 derived peptides and Venetoclax 

(40). BIM and BMF peptides measured global priming, MS1 peptide measured MCL1 dependence, the 

inert peptide PUMA2A was included as a negative peptide control, Venetoclax measured BCL2 

dependence and DMSO was a control condition. Briefly, cells were permeabilized in DTEB buffer 

containing 0.002% of digitonin and exposed to peptides and Venetoclax for 1 hour at 27°C, followed by 

fixation with 8% formaldehyde at room temperature for 15 minutes. After addition of neutralizing buffer 

(Tris/Glycine buffer) for 5 minutes, cells were stained with anti-cytochrome c antibody Alexa 647 (BD 

Biosciences, Le Pont de Claix, France) in 0.1%Saponin/1%BSA/PBS overnight at 4°C. Cytochrome c 

release was analyzed by flow cytometry using a FACs CantoII (Becton Dickinson, Le Pont de Claix, 

France) and the quantification of cytochrome c loss induced by each peptide was calculated by gating 

the cytochrome c positive population. 
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BAX and BAK activation  

The detection of BAK or BAX activation was performed as previously described (41). Briefly, 1x106 

cells were fixed and permeabilized using the FOXP3 transcription factor staining buffer set (Thermo 

Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts, USA, 00-5523-00) following the manufacturer’s 

recommendations. Cells were then incubated with the following antibodies: BAX (clone 6A7) from 

Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg, Germany), BAK (clone AB-1) from Calbiochem (Moslheim, 

France), mouse IgG1 or IgG2a isotypic controls (Miltenyl, France) for 30 minutes. After washing, cells 

were incubated with the Alexa fluor 647 antibody for 30 minutes, washed once in PBS and resuspended 

in PBS-1% formaldehyde and analyzed flow cytometry. 

 

Immunoblotting 

Cells pellets were lysed 40 minutes on ice in 0.5% NP40 containing lysis buffer for immunoblotting. 

Lysates were then centrifugated 30 minutes at 10 000 rpm at 4°C and supernatants were collected. Total 

protein lysates (50µg per lane) were separated by SDS-PAGE using precast gels (Bio-Rad, California, 

USA or Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) and then electrotransferred into a 

PVDF membrane using the Trans-blot Turbo transfer system at 2.5 A for 7 min (Bio-Rad, California, 

USA). Membranes were then blocked in 5% skim milk-TBS-0.01%Tween solution and further 

incubated overnight with the respective primary antibody Chemiluminescence was detected using 

Clarity-ECL detection reagent (Bio-Rad, California, USA) in a ChemiDoc Imaging System (Bio-Rad, 

California, USA). Protein expression levels were quantified using ImageLab and Image J software.  
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FIGURE LEGENDS 

 

Figure 1. BAK protein expression is drastically reduced in VDAC2-KO MM cells 

A) VDACs expression in MM cells. VDAC1, VDAC2 and VDAC3 expression was assessed by RNA-seq 

in the (MMRF)-CoMMpass cohort (n=764) and by 3’seq-RNA (3’SRP) in human myeloma cell lines 

(HMCLs) (n=17). B) Venn diagram representing the number of differentially expressed genes between 

control (CTR) and VDAC2-KO clones derived from KM12PE and KMM1. VDAC2-KO and CTR clones 

were profiled using 3’SRP and the differentially expressed genes (indicated number) between VDAC2-

KO clones vs CTR clones for each cell line were selected according the Log-fold change (>1 or <-1) 

and pval (<0.05), (Supplementary Table S1-2). C) Venn diagram representing the number of 

differentially expressed proteins between CTR and VDAC2-KO clones derived from KM12PE and 

KMM1. VDAC2-KO clones (4 for KMS12PE and 3 for KMM1) and CTR clones (n=3) were profiled 

by DIA LC-MS/MS quantitative proteomics, and the differentially expressed proteins (indicated 

number) between VDAC2-KO clones vs CTR clones for each cell line were selected according the Log-

fold change (>1or <-1), average expression (>10) and pval (<0.05, Supplementary Table 3-4). D) BAK, 

but not BAX, expression was dramatically decreased in VDAC2-KO cells. Western blotting analysis of 

VDAC2, BAK and BAX protein expression in CTR and VDAC2-KO clones derived from KMS12PE 

(CTR=3, VDAC2-KO=4) and KMM1 (CTR=3, VDAC2-KO=3) cells. A representative western blot is 

shown (top panel). Protein expression levels were quantified and normalized to ACTIN; results 

corresponded to the mean ± SD and are representative of at least 3 experiments (bottom panel). 

Statistical analysis was performed using the Mann-Whitney test.  

 

Figure 2. VDAC2 and BAK expression correlates and both proteins form endogenous complexes 

at the mitochondria 

A) and B) VDAC2 and BAK protein expression were correlated. VDAC2, BAK and BAX protein levels 

were analyzed by western blotting in 21 HMCLs. Protein levels were quantified and normalized to 

ACTIN. LP1 cell lysate was included as an internal control. The results are representative of at least 2 

independent experiments. B) Correlations between VDAC2 and BAK or BAX relative protein levels 

were assessed using the Spearman test, p and r values are indicated. C) VDAC2 and BAK formed 

endogenous complexes. Mitochondria-enriched fractions were obtained by subcellular fractionation and 

DSS cross-linker was added as indicated. After denaturation, fractions were analyzed by western 

blotting and the BAK/VDAC2 interaction was detected using anti-BAK or anti-VDAC2 antibodies. 
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Figure 3. VDAC2 controls mitochondrial priming by protecting BAK from degradation 

A) Simultaneous inhibition of proteasome and lysosome pathways rescued BAK in VDAC2-KO cells. 

KMM1 CTR2 and VDAC2-KO6 cells were treated with 5nM Bortezomib (Bz), 50nM BafilomycinA1 

(Baf A1) or the combination of both for the indicated times. The expression of the indicated proteins 

was assessed by western blotting. NOXA and pEIF2 alpha protein expression were included as controls 

of Bz and Baf A1 treatment, respectively. BAK protein levels upon the combination treatment were 

quantified and normalized to ACTIN. Results are representative of 3 independent experiments (mean ± 

SD). Statistical analysis was performed by paired t test. B) and C) Mitochondrial priming was inhibited 

upon VDAC2 or BAK deletion. BH3 profiling was performed on KMS12PE (CTR7 and VDAC2-KO8) 

and KMM1 (CTR4, VDAC2-KO6 and BAK-KO11) cells. Cytochrome c release was measured by flow 

cytometry after challenging cells with BH3-derived peptides. BIM (0.05 µM), BMF (10 µM), MS1 

peptide (10 µM for KMS12PE, 5 µM for KMM1) and Venetoclax (2 µM). PUMA 2A (10 µM) was an 

inert peptide. Values corresponded to the percentage of cytochrome c loss (mean ± SD) of 3 independent 

experiments. Statistical analysis was performed using the 2-way ANOVA test.  

 

Figure 4. Transient inhibition of VDAC2 does not induce BAK decrease, enhances mitochondrial 

priming and sensitivity to BH3 mimetics associated with BAK activation 

A) BAK levels were not modified under VDAC2 knocked-down. KMS12PE and KMM1 cell lines were 

transfected with siRNA targeting VDAC2 during 24 or 48 hours, respectively. siRNA transfection 

efficacy was determined by western blotting. VDAC2, BAK and BAX relative protein levels were 

quantified and normalized to TUBULIN or ACTIN, results corresponded to the mean ± SD and are 

representative of 3 independent experiments. Statistical analysis was performed using paired t test. B) 

Mitochondrial priming was increased under transient VDAC2 silencing. BH3 profiling was performed 

on KMS12PE and KMM1 cell lines that were transfected with siRNA CT or targeting VDAC2 as in A). 

Cytochrome c release was measured by flow cytometry after challenging cells with BIM (0.05 µM), 

MS1 peptides (10 µM for KMS12PE and 5 µM for KMM1) and Venetoclax (0.5 µM). PUMA 2A (10 

µM) was an inert peptide. Values corresponded to the percentage of cytochrome c loss (mean ± SD) of 

3 independent experiments. Statistical analysis was performed using the 2-way ANOVA test. C)  

VDAC2 knock-down increased apoptosis induced by BH3-mimetics targeting MCL1 or BCL2. 

Transfected cells were treated with BH3-mimetics targeting MCL1 (S63845), BCL2 (Venetoclax) or 

with recombinant TRAIL (tumor-necrosis-factor related apoptosis inducing ligand) during 24 hours. 

Cell death was determined by Annexin V staining using flow cytometry. LD50 values corresponded to 

the mean ± SD of 3 independent experiments. Statistical analysis was performed using paired t test. D) 

BAK activation was heightened under VDAC2 knock-down. Cells were permeabilized and stained with 

an anti-BAK (Ab-1) or an anti-BAX (6A7) mAb antibody directed against their conformational active 
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forms and analyzed by flow cytometry. A representative result is shown in the left panel. MFI values 

corresponded to 3 independent experiments (mean and ± SD are indicted, right panel). Statistical 

analysis was performed using unpaired t test. 

 

 

Figure 5. The VDAC2 modulator Efsevin increases mitochondrial priming and sensitivity to BH3 

mimetics   

A) VDAC2, BAK and BAX protein expression in KMM1 and KMS12PE cell lines treated with 10µM 

of Efsevin (EF) for the indicated times. A representative western blot from 3 independent experiments 

is shown. B) Mitochondrial priming was increased under EF treatment. BH3 profiling was performed 

on KMS12PE and KMM1 cells pre-treated with EF (10µM) during 72h. Cytochrome c release was 

measured by flow cytometry after challenging cells with BH3-derived peptides and Venetoclax. BIM 

peptide (0.05 µM), MS1 peptide (10 µM for KMS12PE, 5 µM for KMM1) and Venetoclax (0.5 µM). 

PUMA 2A (10 µM) was an inert peptide. Values corresponded to the percentage of cytochrome c loss 

(mean ± SD) of 3 independent experiments. Statistical analysis was performed using the 2-way ANOVA 

test. C) BAK and BAX activation remained unchanged under Efsevin treatment. KMS12PE and KMM1 

cells were treated by EF (10 µM) for 72 hours and stained using anti-BAK or anti-BAX conformation-

specific antibodies, histograms are representative of three independent experiments. D) and E) Efsevin 

increased sensibility to BH3 mimetics targeting MCL1 or BCL2. HMCLs were treated with EF (10 µM) 

for 72h and then treated with the combination of D) EF and S63845 or E) EF and Venetoclax for the 

next 24 hours. Cell death was assessed by Annexin V staining using flow cytometry. LD50 values 

corresponded to the mean ± SD of at least 3 independent experiments. Statistical analysis was performed 

using paired t test. F) Efsevin-sensitizing effect was dependent on BAK. KMM1 CTR4, BAX-KO1 and 

BAK-KO11 cells were treated as in C). Cell death was assessed by Annexin V staining. LD50 values 

corresponded to the mean ± SD of 4 independent experiments. Statistical analysis was performed using 

paired t test. G) Efsevin sensitized primary MM cells to MCL1 BH3 mimetic. The left graph represents 

cell death response of myeloma cells from patients’ samples (n=27) to EF (15 µM), S63845 (25 nM) or 

their combination after 24 hours of treatment. The right graph represents the difference between 

observed cell death (25 nM S63845 combined with 15 µM EF) minus expected cell death (sum of cell 

death induced by 25 nM S63845 and by 15 µM EF) (right). Cell death was assessed after 24 hours by 

flow cytometry. Statistical analysis was performed using the Wilcoxon rank sum test. 
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Table 1A. HMCLs’ characteristics and LD50 values of S63845 +/- Efsevin 

 

HMCL Translocation Target 

Genes 

TP53 LD50 (nM) 

S63845 S63845 + 

EF 

BCN t(14;16) c-Maf wt 370 79.7 

KMS12PE t(11;14) CCND1 mR337L 200 63 

KMM1 t(6;14) CCND3 mC135F 83 32 

MM1S t(14;16) c-Maf wt 156.2 93.3 

XG7 t(4;14) MMSET wt 51.5 60.3 

L363 t(20;22) MafB m782 27.5 18.7 

 

 

Table 1B. HMCLs’ characteristics and LD50 values of S63845 +/- Efsevin 

 

HMCL Translocation Target 

Genes 

TP53 LD50 (nM) 

Ven Ven + EF 

KMS12PE t(11;14)  CCND1 mR337L 6.8 1 

MDN t(11;14)  CCND1 wt 32.3 6.1 

XG5 t(11;14)  CCND1 mR282W 18.4 11 

KARPAS620 t(11;14)  CCND1 mC135Y 69.7 19 

 

HMCLs were previously described (37). Cells were pre-treated or not during 72 hours with Efsevin (10 

µM). Then, they were treated 24 hours with A) S63845 or S63865 + Efsevin (10 µM) or B) Venetoclax 

(Ven) or Ven + Efsevin (10 µM) and cell death was assessed by Annexin V staining. LD50 values 

corresponded to the mean of at least 4 independent experiments. 
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Table 2. Cell death induced by S63845, Efsevin and their combination in MM primary cells 

 

Characteristics of patients’ samples Myeloma cell death (%) 

Patient  

N° 
Stage Sample 

Plasma 

cell % 1q21 del17p t(4;14) t(11;14) Efsevin S63845 
 Efsevin + 

S63845 

MM-01-0305 D BM 25 1q21   t(11;14) 0 77 84 

MM-01-0331 D BM 25 1q21    6 37 67 

MM-01-0348 D PB 22    t(11;14) 0 46 55 

MM-01-0370 D BM 6 1q21  x  0 0 9 

MM-01-0374 D BM 16 1q21    2 8 29 

MM-01-0377 D BM 11 1q21  x  7 42 47 

MM-01-0384 D BM 26   x t(11;14) 13 6 47 

MM-01-0388 D PB 26 1q21   t(11;14) 30 93 98 

MM-01-0394 D BM 26 1q21    7 77 95 

MM-01-0421 D BM 25    t(11;14) 8 54 70 

MM-01-0431 D BM 9 x x x x 0 26 25 

MM-01-0437 D BM 25  x x x 24 33 73 

MM-01-0434 D BM 32 x x x x 0 32 70 

MM-01-0435 D BM 6 x x x x 14 24 51 

MM-01-0264(3) P BM 18   x t(11;14) 15 0 9 

MM-01-0274(2) P BM 23 1q21 del17 x  3 78 86 

MM-01-0143(2) P PB 32 1q21    0 83 88 

MM-01-0059(2) P BM 9 1q21  x x 0 81 100 

MM-01-0167(4) P PB 41 1q21  x  15 4 35 

MM-01-0319 R PB 13 x del17  x 0 11 43 

MM-01-0361 R BM 39    x 17 17 42 

MM-02-0003(2) R BM 14     29 56 87 

MM-01-0366 R BM 16 1q21  x x 2 16 14 

MM-01-0391 R PB 11 1q21  t(4;14)  11 86 95 

MM-01-0110(2) R BM 7 x del17   10 12 0 

MM-01-0426 R BM 6     0 56 47 

MM-01-0170(2) R BM 6  del17  t(11;14) 27 91 93 
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Mononuclear cells isolated from bone marrow (BM) or peripheral blood (PB) from myeloma patients 

(MYRACLE cohort, NTC03807128) (38) were cultured 24 hours with S63845 (25 nM), Efsevin (15 

�M) or their combination, and myeloma cell death was assessed by flow cytometry. Del17p, 1q21 gain, 

t(4,14) and t(11;14) were determined by FISH (threshold >50% of cells) 

D: Diagnosis. P: Progression; R: Relapse; x: not performed.  
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SUPPLEMENTARY INFORMATION 

 

 

This document contains Supplementary Material and Methods, 5 supplementary Figures and 5 

supplementary Tables.  
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Supplementary Material and Methods 

 

 

Mass spectrometry and proteomic analysis 

Protein sample preparation and Liquid chromatography mass spectrometry 

Frozen cellular pellets were lysed and denatured using 200 µL of 0.1% Rapigest-SF® (Waters. Saint-

Quentin-en-Yvelines. France). 5 mM DTT and 50 mM TRIS pH 8.5. at 95°C for 30 minutes. Sonication 

was performed 30 seconds at 20% power. Thiol residues were chemically reduced and then protected by 

alkylation for 10 minutes at 37°C in 10 mM MMTS (Sigma- Aldrich. Saint-Quentin Fallavier. France). 

Samples were cooled at room temperature before adding 5 µg of trypsin (Sciex. Villebon sur Yvette. 

France) and incubated at 37°C overnight with 750 rpm mixing. Resulting peptides were cleared by 

centrifugation and the supernatant was desalted and eluted. The eluates were dried in a vacuum centrifuge 

concentrator. resuspended in 0.1% Formic Acid (FA). An equivalent of 200 ng of peptides was injected 

into the LC-MS/MS after quantification using a microBCA peptide assay. 

Each sample was injected and separated on a C18 reverse phase column (Aurora series 1.6 µm particles 

size. 75 µm inner diameter and 25 cm length (IonOptics. Fitzroy. Australia) using a NanoElute LC system 

(Bruker. Wissembourg. France). The eluate flow was electrosprayed into a timsTOF Pro 2 mass 

spectrometer (Bruker. Wissembourg. France) over a 60 minutes hydrophobicity gradient ranging from 

99% solvent A 0.1% FA in milliQ-grade H2O) to 40% solvent B (80% ACN plus 0.1% FA in mQ-H2O). 

The mass spectrometer acquired data throughout the elution process and operated in Data- Independent 

Analysis (DIA) with PASEF-enabled method using the TIMS-Control software 

3.1.4 (Bruker. Wissembourg. France). The m/z acquisition range was 400–1201. with an ion mobility 

range of 0.6–1.43 1/K0 [V s/cm2]. corresponding to an estimated cycle time of 1.80 seconds. DIA-PASEF 

windows. and collision energy were also left to default setting with a base of 0.85 1/K0 [V s/cm2] set at 

20 eV and 1.30 1/K0 [V s/cm2] set at 59 eV. TOF mass calibration and TIMS ion mobility 1/K0 were 

performed linearly using three reference ions at 622. 922. and 1222 m/z (Agilent Technology. Santa Clara. 

CA. USA). 

LC-MS/MS raw data analysis 

The raw data were extracted, normalized and analyzed using Spectronaut® 18.0.23 (Biognosys AG, 

Schlieren, Switzerland) in DirectDIA+ mode, which modelized elution behavior, mobility and MS/MS 

events based on the Uniprot/Swissprot sequence 2022 database of all human protein sequences. 
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The protein identification false discovery rate (FDR) was restricted to a maximum of 1%, with the “match 

between runs” option enabled and inter-injection data normalization. The enzyme’s specificity was 

trypsin’s. The precursor and fragment mass tolerances were set to 15 ppm. Oxidation of methionine 

residues was set as variable modifications, while thiol groups from cysteine residues were considered 

fully alkylated by methylation. A minimum of two peptide ratios was required for relative quantification 

between groups. Relative protein quantification was performed using Label-Free Quantification (LFQ) 

intensities and Spectronaut® statistical tools were used to visualize data, assess quality and quantitatively. 
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Legends to Supplementary Figures 

 

Supplementary Figure 1 

A) Overall survival (OS) probabilities of 764 (MMRF)-CoMMpass patients according to the level of 

expression of VDAC1, VDAC2 and VDAC3 estimated by the Kaplan-Meier method. The low expression 

group corresponded to patients with the lowest third expression of the given gene (tertile) (n=255). B) 

VDAC2-KO clones derived from KM12PE and KMM1 cells were profiled using 3’seq-RNA (3’SRP). 

Values corresponded to the Log2 mRNA expression of the three VDACs. C) VDAC2-KO clones were 

profiled by DIA LC-MS/MS quantitative proteomics. VDAC1 and VDAC3 Values corresponded to the 

peptide intensities of the indicated proteins. Statistical analysis was done using the Mann-Whitney test. 

D) Western blotting analysis of the BCL2 family members in control clones (CTR) and VDAC2-KO clones. 

Results are representative of 2 independent experiments. E) BAK and BAX mRNA levels from VDAC2-

KO clones profiled using 3’SRP. 

 

Supplementary Figure 2 

A) Protein expression of VDAC2, BAK and BAX in primary MM cells from patients at diagnosis and 

relapse (n=12). Values corresponded to the ln2 of LFQ (Label free quantification) of the respective protein 

previously obtained by LC-MS/MS analysis (19). Correlation was assessed using Spearman test, r and p 

values are indicated. B) VDAC2, BAK1 and BAX mRNA were analyzed in HMCLs (n=17) and in samples 

from the (MMRF)-CoMMpass cohort (n=764). Correlation was assessed using the Spearman test, p and 

r values are indicated. 

 

Supplementary Figure 3 

A) KMS12PE and KMM1 cell lines were transfected with siRNA targeting VDAC2 for 72 and 120 

hours, respectively. VDAC2, BAK and BAX were analyzed by western blotting, quantified and 

normalized to TUBULINE. B) KMS12PE and KMM1 cell lines were transfected with siRNA targeting 

VDAC2 for 24 and 48 hours, respectively and then treated 24 hours with BH3- mimetics targeting MCL1 

(S63845), BCL2 (Venetoclax) or with recombinant TRAIL. Cell death was assessed by Annexin V 

staining and flow cytometry. Results are representative of 3 independent experiments. 
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Supplementary Figure 4 

A) MCL1, BCL2, BCLXL, BIM, PUMA and NOXA protein expression in KMM1 and KMS12PE cell 

lines treated with 10µM of Efsevin (EF) for the indicated times. Quantification is indicated below each 

band and was normalized to TUBULIN. B) KMS12PE and KMM1 cell lines were treated with EF during 

72h and stained with anti-BAK Ab-1 or anti-BAX 6A7 mAb directed against the respective 

conformational forms. Results represent the MFI values (mean ± SD) of three independent experiments 

for each cell line. Statistical analysis was performed using Mann-Whitney test. C) and D) HMCLs were 

treated with different concentrations of EF or different time points, as indicated. Cell death was assessed 

by Annexin V staining.. E) The combination of S63845 with EF (10�M) was assessed in HMCLs (n=6) 

after 24 hours of treatment. LD50 values corresponded to the mean ±SD of at least 4 independent 

experiments. Statistical analysis was performed using paired t test. F) Cells were pre-treated 72 hours 

with EF and then with the combination of EF and S63845 or Venetoclax for the next 24 hours, as indicated. 

BLISS scores were calculated using https://synergyfinder.fimm.fi/ (18). Results represent the mean ± SD 

of 3 independent experiments. G) NCI-H929 NI#1 (TP53+/+) and NCI- H929 TP53KO#1 (TP53-/-) clones, 

previously generated in our laboratory (18) were pre-treated with EF (10µM) for 96 hours and then with 

the combination of EF with S63845 for the next 24h. Cell death was assessed by Annexin V staining. 

LD50 values corresponded to the mean ± SD of 3 independent experiments. Statistical analysis was 

performed using paired t test. G) BAK and BAX deletion in KMM1 BAK-KO and BAX-KO cells was 

evaluated by western blotting. 

 

Supplementary Figure 5. 

DNA sequences of clones A) VDAC2-KO, B) BAK-KO and C) BAX-KO. Sequences corresponded to the 

donor DNA strand (+). The generated stop codon is indicated in red (left panel). Examples of 

chromatograms from of the respective KO generated clones are presented, the stop codon is indicated in 

each case. 
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Supplementary Tables 

 

Table S1. Differentially expressed genes between VDAC2 control (CTR) and VDAC2-KO clones derived 

from KMS12PE cell line were identified using edgeR. LogFC <-1 or >1. p value <0.05 and FDR <0.05 

 

 

Gene logFC<-1 or >1 logCPM >3 Pvalue <0.05 FDR<0.05 

VDAC2 -1.888008035 5.98819684 4.73E-05 0.03754434 

TMEM132D.AS1 2.617892044 3.61804236 5.94E-05 0.04418711 

HLA.DRB1 1.242470385 5.87245312 6.77E-05 0.0474279 
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Table S2. Differentially expressed genes between control (CTR) and VDAC2-KO clones derived from 

KMM1 cell line were identified using edgeR. LogFC <-1 or >1. p value <0.05 and FDR <0.05 

 

 

Gene logFC<-1 or>1 logCPM>3 Pvalue <0.05 FDR<0.05 

VDAC2 -2.4048395 6.73937439 2.86E-22 3.63E-18 

FOS -2.6731838 5.10239595 5.00E-09 1.06E-05 

MAEL 1.16130134 6.29993869 1.28E-11 5.43E-08 

DDIT3 1.0745461 5.83785201 2.09E-06 0.00203938 

CLEC2B 1.06318168 6.07667496 3.00E-06 0.00272276 

C12orf56 1.20099986 3.06849984 1.09E-05 0.00661191 
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Table S3. Differentially expressed proteins between control (CTR) and VDAC2-KO clones derived from 

KMS12PE cell line were identified using limma. LogFC <-1 or >1. Average expression >10 and p value 

<0.05 

 

Protein name logFC<-1 or >1 AveExpr>10 Pvalue <0.05 

VDAC2 -6.429704879 13.85393704 0.00000705 

BAK -2.128625053 12.99310241 0.00000301 

TBB2A;TBB4A;TBB4B;TBB5;TBB6 -1.834116348 15.71440254 0.002357139 

URM1 -1.191527496 12.04049345 0.002388465 

LRCC1 -1.16320942 10.17038928 0.032471734 

SRXN1 -1.065272616 13.23541531 0.045006255 

COF1;COF2;DEST -1.032848287 10.94651398 0.000492708 

S52A2 1.025739949 10.64392936 0.03455999 

IF16 1.043418994 14.31632344 0.007574689 

HVCN1 1.062302334 13.10797774 0.025477534 

SRGP1;SRGP2 1.066129683 10.07113451 0.028190227 

RAB3A;RAB3D;RAB8B 1.097939539 13.64975632 0.04156907 

IGSF1 1.102242929 10.65985691 0.016814529 

CGL 1.121948049 14.0123069 0.004065844 

CENPM 1.129075225 10.88476418 0.022006626 

ABC3B;ABC3F 1.153907251 13.15659049 0.013821548 

SIA4B 1.22034897 11.95379941 0.005720202 

TCAF2 1.24737672 11.04205201 0.02688867 

ARL1 1.456630437 14.98339225 0.00031079 

MVP 1.490771008 13.45847027 0.000616073 

ISG20 1.691176619 11.13779997 0.01964373 

OXLA 2.047023836 10.64401614 0.010690184 

FER 2.132638776 10.88594429 0.010367657 

AMPD1 2.236833046 12.07908478 0.020994802 

LSP1 2.622575361 10.90229134 0.019145678 
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Table S4. Differentially expressed proteins between VDAC2 control (CTR) and VDAC2-KO clones 

derived from KMM1 cell line were identified using limma. LogFC <-1 or >1. Average expression >10 

and p value <0.05 

 

Protein name logFC<-1 or >1 AveExpr>10 PValue<0.05 

VDAC2 -9.482568154 13.42837928 0.017412597 

BAK -2.826828762 13.21877297 0.001367933 

K1C10 -1.719649322 14.10796873 0.035742687 

K22E;K2C1 -1.331430193 14.74452856 0.023331873 

NBPFA -1.221154599 12.47048333 0.023871967 

CCR10 -1.205553657 13.15503172 0.044748362 

LSR -1.185382085 14.64394158 0.019199321 

DCLK1 -1.138357456 14.5416121 0.009728825 

KAT5 -1.057064359 10.83169022 0.012627401 

PLD6 -1.04379986 13.70386362 0.032316552 

PLD3B -1.006259784 12.16294716 0.025222857 

HYES 1.012300457 13.78251762 0.000282226 

RIPR1 1.037330919 11.94986642 0.029196202 

PLCB 1.048532001 14.01306804 0.04108085 

SEM4B 1.054115787 12.17033259 0.01934308 

JUND;JUN 1.063802014 12.85874453 0.017870212 

CHM4C 1.128462925 11.65674485 0.032032472 

HDC 1.20407589 10.76336658 0.011076311 

FRIH 1.254353911 15.69044194 0.041012501 

SOX5 1.261998648 12.21498129 0.049903183 

SESN2 1.27308502 13.14638868 0.031580931 

ZFP90 1.330291166 10.65329291 0.021940713 

MAEL 1.549681159 13.34967729 0.000825448 

PCDB5;PCDB9;PCDBB;PCDBD;PCDGD 2.22720692 11.96582075 0.009702613 
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Table S5. Identification of CRISPR/Cas9 KO generated clones 

 

 

Clone Name in the article Clone Name in DGEseq analysis Clone Name in proteomic 

analysis 

KMM1 CTR2 KMM1_edit_ctr2 KMM1_cr_edit_ctr2 

KMM1 CTR3 KMM1_edit_ctr3 KMM1_cr_edit_ctr3 

KMM1 CTR4 KMM1_edit_ctr4 KMM1_cr_edit_ctr4 

KMM1 VDAC2-KO1 KMM1_VDAC2STOP_1 KMM1_VDAC2_STOP_1 

KMM1 VDAC2-KO6 KMM1_VDAC2STOP_6 KMM1_VDAC2_STOP_6 

KMM1 VDAC2-KO11 KMM1_VDAC2STOP_11 KMM1_VDAC2_STOP_11 

KMS12PE CTR6 KMS12PE_edit_ctr6 KMS12PE_cr_edit_ctr6 

KMS12PE CTR7 KMS12PE_edit_ctr7 KMS12PE_cr_edit_ctr7 

KMS12PE CTR9 KMS12PE_edit_ctr9 KMS12PE_cr_edit_ctr9 

KMS12PE VDAC2-KO7 KMS12PE_VDAC2STOP_7 KMS12PE_cr_edit_STOP7 

KMS12PE VDAC2-KO8 KMS12PE_VDAC2STOP_8 KMS12PE_cr_edit_STOP8 

KMS12PE VDAC2-KO12 KMS12PE_VDAC2STOP_12 KMS12PE_cr_edit_STOP12 

KMS12PE VDAC2-KO1 ND KMS12PE_cr_edit_STOP1 

KMS12PE VDAC2-KO3 ND KMS12PE_cr_edit_STOP3 

   

The respective generated clones were obtained from KM12PE and KMM1 cell lines. 
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II) Ciblage de la protéine BCL-XL par le DT2216 dans les sPCL  
 
Concernant les protéines MCL-1 et BCL-XL, le développement des BH3 mimétiques S63845 

et A1155463 ciblant respectivement celles-ci n’ont pas montré de pertinence clinique pour 

cause de cardiotoxicité et de thrombocytopénie respectivement. C’est dans ce contexte que 

l’équipe m’a laissé l’opportunité de continuer le travail initié par le Dr Martine AMIOT et son 

étudiante en master 2 Alana SOLER sur un PROTAC ciblant la protéine anti apoptotique BCL-

XL, le DT2216 afin d’évaluer sa potentielle utilisation clinique dans une pathologie particulière 

qu’est la leucémie secondaire à plasmocytes. Ce travail a contribué à la publication d’un article 

dans le journal Frontiers in Oncology en 2023, nommé « BCLXL PROTAC degrader DT2216 

targets secondary plasma cell leukemia addicted to BCLXL for survival » (Champion et al., 

2023). 

Les travaux de l’équipe ont montré que la protéine BCL-XL joue un rôle clé dans la résistance 

à la mort cellulaire dans le MM et les PCL. À partir de la cohorte MYRACLE (Benaniba et al., 

2019, étude NTC03807128), ils ont observé dans les échantillons de patients une 

augmentation de la dépendance à MCL-1 (de 33 % au diagnostic à 69 % à la rechute) et une 

légère hausse de la dépendance à BCL-XL non significative (de 10 % au diagnostic à 30 % à 

la rechute). BCL-XL a été identifié comme un facteur de résistance face au BH3-mimétique 

A1210477, qui recapture BAK et BIM lors du traitement (Gomez-Bougie et al., 2018). De plus, 

une combinaison de S63845 et de vénétoclax a montré un effet synergique, avec une réponse 

inversement corrélée à l'expression de BCL-XL. La surexpression de BCL-XL induit une 

résistance, tandis que son inhibition augmente la sensibilité. Ces résultats soulignent 

l'importance de cibler BCL-XL pour contrer cette résistance (Seiller et al., 2020). 

Les leucémies à plasmocytes secondaires (sPCL) sont une forme rare de pathologie 

hématologique maligne, puisqu’elles surviennent après la rechute d’un MM. 

Malheureusement, ce groupe de patients présente des opportunités thérapeutiques très 

limitées et l’espérance de vie de ses patients dépasse rarement les 6 mois.  

A partir de la cohorte MYRACLE, notre étude se base sur 13 échantillons de patients 

présentant une sPCL. Nous avons analysé leur sensibilité à deux BH3-mimétiques, le 

vénétoclax (ABT-199) qui cible BCL-2 ainsi que le A1155463 qui cible BCL- XL. Nous avons 

observé que 3 échantillons de patients étaient sensibles à l’ABT-199, 3 à l’A1155463 et les 7 

autres étaient résistants aux deux drogues. Cette sensibilité des échantillons de sPCL à 

l’A1155463 a été confirmée par l’utilisation de la technique de BH3-profiling, puisque l’utilisation 

du peptide dérivé HRK-BH3 a permis d’observer la dépendance à BCL-XL. De ce fait, nous 

avons utilisé 4 échantillons de patients, deux étant sensibles et deux résistants à l’A1155463. 

Nous avons trouvé que les 4 échantillons avaient un fort priming mitochondrial global grâce à 



 157 

l’utilisation du peptide dérivé de BIM, mais seulement deux avaient un fort priming pour BCL-

XL, puisque le relargage de cytochrome c lu par cytométrie en flux était très élevé avec le 

peptide HRK-BH3. 

Pour mieux comprendre cette réponse aux BH3-mimétiques, nous avons fait l’analyse DGE 

des 13 échantillons primaires de sPCL. Cette analyse de séquençage ARN, le 3’DGE 

sequencing, nous a donc permis de regarder l’expression génique des membres de la famille 

BCL-2 chez ces patients. Plus particulièrement, ce séquençage nous a permis de regarder 

l’expression génique de BCL-2, MCL-1 et BCL2L1 (le gène qui code pour la protéine BCL-XL). 

Ainsi, nous avons observés que le niveau d’expression d’ARNm seul de BCL-2 ne corrèle pas 

avec la réponse à l’ABT-199, mais que les ratios BCL-2/BCL2L1, BCL-2/BCL2L1+MCL-1 ainsi 

que BCL-2/MCL-1 sont corrélés avec la réponse à ce BH3-mimétique. Pour la réponse au 

A1155463, l’expression seule de BCL2L1 corrèle avec la réponse au BH3-mimétique, ainsi 

que tous les autres ratios précédemment cités, BCL2L1/MCL-1 étant le plus significatif.  

Malheureusement, si 23% des échantillons de sPCLs ont répondu au A1155463, cette 

molécule, ciblant BCL-XL ne peut pas être utilisée en clinique car elle cause des problèmes 

de thrombocytopénie. Ceci est notamment expliqué par le fait que les plaquettes expriment 

beaucoup BCL-XL. Il est donc nécessaire de trouver un autre moyen de cibler BCL-XL qu’un 

BH3-mimétique. C’est pour cela que nous avons étudié le PROTAC BCL-XL, le DT2216. 

L’utilisation du DT2216 pourrait contrecarrer cette thrombocytopénie induite par les BH3-

mimétiques ciblant BCL-XL car l’E3 ligase VHL est très peu exprimée par les plaquettes. 

Nous avons montré qu’il existe une corrélation directe entre la réponse au A1155463 et au 

DT2216 dans 10 HMCLs et 4 sPCLs. Pour comprendre comment le DT2216 fonctionne, nous 

avons tout d’abord vérifié que les 10 HMCLs, ainsi que les sPCLs, expriment bien la protéine 

VHL. En effet, comme nous l’avons vu précédemment, le DT2216 est un PROTAC constitué de 

l’ABT-263 relié au ligand de l’E3 ligase VHL par un « linker ». Nous avons confirmé l’expression 

de la protéine VHL dans les échantillons, expression qui ne corrèle d’ailleurs pas avec la 

réponse au DT2216. Par la suite, nous avons vérifié l’efficacité de ce PROTAC. Nous avons 

confirmé que l’utilisation du DT2216 à plusieurs doses (de l’ordre du nM) permet de dégrader 

efficacement la protéine BCL-XL dans 4 HMCLs. De plus, nous avons montré que cette 

dégradation est spécifique de BCL-XL, puisque ni BCL-2 ni MCL-1 n’a vu son expression 

modifiée au cours du temps. 

L’expression des protéines BCL-XL, MCL-1 et BCL-2 dans 10 HMCLs par Western Blot a 

confirmé qu’il existe une corrélation entre la sensibilisation au DT2216 des lignées et leur 
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niveau d’expression de BCL-XL, et non de MCL-1 et BCL-2. De plus, les ratios BCL-XL/MCL-

1 et BCLXL/MCL-1+BCL-2 ont aussi montré une forte corrélation avec la réponse au DT2216. 

Enfin, pour mieux comprendre le mécanisme mis en place lors de la dégradation de BCL-XL 

et la mort induite dans les cellules de MM, nous nous sommes intéressés au processus de 

mort du DT2216. Nous avons étudié ce mécanisme en prenant deux modèles, une lignée 

dérivée de sPCL (NAN12) très sensible au DT2216 et une autre lignée (XG7) complètement 

résistante. Nous avons observé dans la lignée NAN12, qui est sensible, que le traitement au 

DT2216 permettait un clivage des caspases 9 et 3 au cours du temps, ce que l’on n’observe 

pas dans la lignée XG7, résistante. C’est par la voie intrinsèque que la mort a été induite 

puisque le DT2216 a permis une activation à la fois de BAK, mais aussi de BAX. Cette 

activation a été observée par un marquage en cytométrie de flux en utilisant des anticorps 

reconnaissant spécifiquement les formes activées des effecteurs. 

Dans la lignée NAN12, nous avons observé l’activation des deux effecteurs, amenant à un 

relargage du cytochrome c important dans le cytosol. En revanche, dans la lignée XG7, il n’y a 

pas eu d’activation des effecteurs, ce qui n’a pas abouti au relargage de cytochrome c. Enfin, 

pour appuyer le message, nous avons réalisé une immunoprécipitation de BCL-XL dans la 

lignée NAN12. Cela a permis de montrer que les protéines BAK, BAX, mais aussi BIM, PUMA 

et BIK sont associées à BCL-XL dans cette lignée. Nous pouvons émettre l’hypothèse que le 

traitement par DT2216 permet de relarguer les facteurs pro-apoptotiques, notamment les BH3-

only. 

 

J’ai eu l’opportunité de présenter ce projet lors d’une communication orale au 1er congrès 

ADBS de l’association des doctorants Nan’thèse à Nantes en 2023. Étant membre et 

responsable du pôle « communication scientifique » de cette association, j’ai eu l’opportunité 

d’organiser ce congrès en intégralité avec l’aide de 3 autres doctorants. 
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Secondary plasma cell leukemia (sPCL) is a rare form of aggressive plasma cell 
malignancy arising mostly at end-stage refractory multiple myeloma and 
consequently presenting limited therapeutic options. We analyzed 13 sPCL for 
their sensitivity to BH3 mimetics targeting either BCL2 (venetoclax) or BCLXL 
(A1155463) and showed that 3 sPCL were efficiently killed by venetoclax and 3 
sPCL by A1155463. Accordingly, BH3 profiling of 2 sPCL sensitive to BCLXL 
inhibition confirmed their high BCLXL primed profile. While targeting BCLXL 
using BH3 mimetics induces platelets on-target drug toxicity, the recent 

development of DT2216, a clinical-stage BCLXL proteolysis targeting chimera 
PROTAC compound, provides an alternative strategy to target BCLXL. Indeed, 
DT2216 specifically degrades BCLXL via VHL E3 ligase, without inducing 
thrombocytopenia. We demonstrated in human myeloma cell lines and sPCL 
that sensitivity to DT2216 strongly correlated with the sensitivity to A1155463. 
Interestingly, we showed that low doses of DT2216 (nM range) were sufficient to 
specifically degrade BCLXL after 48 hours of treatment, consistent with VHL 
expression, in all cell lines but irrespectively to DT2216 sensitivity. In myeloma 
cells, DT2216 induced apoptotic cell death and triggered BAX and BAK activation. 

In conclusion, our study demonstrated that patients with sPCL addicted to 
BCLXL, a small but a very challenging group, could potentially receive 
therapeutic benefit from DT2216. Clinical trials of DT2216 in this subset of 
sPCL patients are warranted. 
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plasma cell leukem ia, BCL2 family , BCLXL degrader, PROTAC, DT2216,  

multiple myeloma 
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1 Introduction 

Apoptosis is mainly controlled by BCL2 protein family 

members and occurred when BH3-only pro-apoptotic proteins 

are sufficient to restrain the anti-apoptotic counterparts (MCL1, 

BCL2 and BCLXL) and activate BAX and BAK effector proteins (1, 

2). The mechanism by which BAX and BAK convert from inactive 

monomers to active oligomers is a multistep process involving both 

changes in conformation and cellular localization (3). Once BAX/ 

BAK oligomerize and form pores, they induce the permeabilization 

of the outer mitochondrial membrane, leading to cytochrome c 

release and apoptosis. While evasion to apoptosis is a hallmark of 

cancer cells, hematologic cancer cells are often characterized by a 

high apoptotic priming, mostly due to the upregulation of BCL2 

anti-apoptotic members, following selection pressures during 

malignant transformation (4). This feature highlights the interest of 

BH3 mimetics to therapeutically exploit the addiction to BCL2 

anti-apoptotic proteins (5). Multiple myeloma is a very 

heterogeneous pathology, which is also manifested by its diverse 

addiction to the three main anti-apoptotic molecules such as BCL2, 

BCLXL and MCL1 for survival (6–8). The addiction on these anti- 

apoptotic proteins relies on their capacity to sequester and restrain 

their pro-apoptotic counterparts, mechanism that is favored by the 

overexpression of these pro-survival members observed in MM (7, 

9). Of note, MM dependence on MCL1 and BCLXL for survival 

increases at relapse (8). To date, the only clinically available BH3 

mimetic is venetoclax, which targets BCL2. However, targeting 

BCLXL and MCL1 leads to adverse events,  such as 

thrombocytopenia and cardiotoxicity, respectively (10–12). 

Currently, proteolysis targeting chimera (Protac) technology 

allowed the development of a safe first-in-class drug DT2216, 

targeting BCLXL via the VHL E3 ligase (13). Indeed, DT2216 

inhibits several xenograft tumors without inducing significant 

thrombocytopenia (13, 14) and it is currently in Phase 1 trials in 

relapsed/refractory malignancies (NCT04886622). 

Secondary plasma cell leukemia (sPCL) is a rare but highly 

aggressive form of plasma cell dyscrasias, occurring in patients at a 

late and advanced stage of aggressive multiple myeloma. Since 

these patients are mostly refractory to conventional and novel 

therapies, they consequently have a dismal outcome and limited 

therapeutic options (15). Recently, the clinical activity of 

venetoclax has been reported in sPCL (16). Because BCLXL Protac 

degrader allows targeting BCLXL without inducing significant 

thrombocytopenia, we hypothesized that targeting BCLXL in sPCL 

could have a potential interest. In the current study, we 

demonstrated that a subgroup of sPCL exhibited a BCLXL primed 

profile and therefore could be selectively killed by DT2216. We 

then addressed the mechanism of action of DT2216 in myeloma 

cells with a particular attention on the activation of BAX and BAK. 

2 Materials and methods 

2.1 Primary plasma cells and human 
myeloma cell lines 

 
After informed consent, blood samples from multiple myeloma 

patients were collected at the University Hospital of Nantes 

Department of Hematology (MYRACLE study; NTC03807128) 

(17). For the present study, inclusion criteria were adult man/ 

woman, diagnosis of relapsed multiple myeloma, presence of 

circulating plasma cells (≥5%). Blood from one patient (sPCL1) 

was collected at the department of Immuno-hematology of Saint- 

Louis Hospital (Paris). Cells from this patient were immortalized in 

our laboratory after being cultured in RPMI1640 with 5% FCS and 

3ng/ml recombinant IL-6 and gave rise to NAN12 cell line. 

Human myeloma cell lines (HMCLs, n=10) were extensively 

characterized as previously described (18). The XG5, XG7, MDN, 

NAN10 and NAN12 HMCLs were derived in our laboratory. The 

KMS12PE and KMM1 HMCLs were kindly provided by Dr. Otsuki 

(Kawasaki Medical School, Kurashiki, Japan); KARPAS-620 

(K620), by Dr. Karpas (Cambridge Clinical School, Cambridge 

UK); ANBL6 by Dr. Jelinek (Rochester,USA) and MM1S, by Dr. 

S. Rosen (Northwestern University, Chicago, USA). 
 

 

2.2 Reagents and antibodies 
 

Venetoclax (ABT-199) and A1155463 were purchased from Selleck 

Chemicals GmbH, DT2216 from Clinisciences. The following 

antibodies were used: BCL2 (Dako, M0887), BCLXL (2764S), BAX 

(2772), BAK (12105), PUMA (12450) and VHL (68547) from Cell 

Signaling. BCLXL (sc-271121), MCL1 (sc-12756), BIK (sc-10770) from 

Santa Cruz. ACTIN (MAB1501) and BIM (Ab17003) from Millipore. 

 

 

2.3 Cell death assays 
 

Mononuclear cells (MNC) were isolated from blood samples by 

Ficoll-Hypaque density gradient centrifugation and immediately 

cultured in RPMI-1640 media with 5% fetal calf serum. Plasma cells 

were identified using CD138 staining (anti-CD138-PE, Beckman 

Coulter). MNC were incubated 24h with BCL2, BCLXL BH3 

mimetics or DT2216 and an untreated condition was included as 

a control. After CD138 staining, cell death response was measured 

by the loss of CD138 expression, as previously described (8). 

Specific cell death was expressed as the percentage relative to the 

untreated control condition. 

Cell death in HMCL was assessed using AnnexinV-FITC 

staining. Fluorescence acquisition and analysis were performed 

using a FACsCanto (Becton Dickinson) and FlowJo software. 
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2.4 Intracellular BH3 profiling and 
cytochrome c release 

 
BH3 profiling was performed using the BIM BH3 derived 

peptide (0.1 mM), HRK BH3 derived peptide (10 mM) and the inert 

recombinant PUMA BH3-only peptide (PUMA2A) as negative 

control, as previously described (19). Briefly, cells were 

permeabilized with 0.004% Digitonin and exposed to peptides for 

45 min at 27°C before fixation with 8% formaldehyde at room 

temperature for 15 min. After addition of neutralizing buffer (Tris 

0.41 mol/L glycine pH 9.1) for 5 min, cells are stained with anti- 

cytochrome c–Alexa 647 (BLE612310, Ozyme) 1:40 in 0.1% 

Saponin/1%BSA/PBS overnight at 4°C. Loss of cytochrome c was 

analyzed by a flow cytometry. The quantification of cytochrome c 

loss induced by each peptide was analyzed by gating the cytochrome 

c negative population. For cytochrome c release, cells were treated 

with DT2216 for 15h, then permeabilized with 0.004% Digitonin 

and processed as in BH3 profiling. 

 

 

2.5 Isolation of CD138 positive cells and 
Gene expression analysis 

 
Plasma cells were isolated from the MNC fraction using CD138 

immunomagnetic beads, MS columns and MACS™ Separator 

(Miltenyl Biotech) following manufacture’s protocol. Briefly, cells 

were magnetically labeled with the CD138 immunomagnetic beads 

during 15 minutes at 4°C. The MS column was placed on the 

MACS™ Separator and pre-washed with MACS buffer. Then, cell 

suspension was loaded into the column and the flow-through 

fraction, containing the CD138 negative cells, was discarded. After 

3 washes with MACS buffer, the column was removed from the 

separator. The retained cells were eluted as the CD138 + fraction. 

Total RNA was obtained from purified CD138+ plasma cells 

using RNeasy mini kit (Qiagen). The mRNA expression of BCL2 

family members was performed by 3’digital gene expression (DGE) 

RNA-sequencing protocol as previously described (20). 

 

 

2.6 Immunoblotting and 
Immunoprecipitation 

 
Cells were lysed for 40 minutes on ice in 0.5% NP40 containing 

buffer for immunoblotting or lysed in 1% Digitonin containing 

buffer for co-immunoprecipitation assays. Lysates were 

centrifugated at 12,000 X g for 30 min and supernatants were 

collected. Western blotting and immunoprecipitation reactions were 

performed as previously described (21). Protein expression levels 

were quantified using ImageLab and Image J software. 

 

 

2.7 BAX and BAK activation 
 

For the detection of active forms of BAX and BAK, 5x105 cells 

were treated with DT2216 or not. After incubation, cells were fixed 

and permeabilized using the FOXP3 transcription factor staining 

buffer set (Thermo Fischer Scientific, 00-5523-00) following the 

manufacturer’s recommendations. Cells were incubated with the 

following antibodies: BAX (clone 6A7, Santa Cruz, sc-23959), BAK 

(clone G317-2, BD Biosciences) and a mouse Ig G1 isotypic control 

(Miltenyl, 130-106-545) for 30 min. After washing, cells were 

incubated with the Alexa fluor 647 antibodies for 30 min, washed 

once in PBS and resuspended in PBS-1% formaldehyde. The flow 

cytometry acquisition and analysis were performed on a FacsCanto 

(Becton Dickinson) and FlowJo software, respectively. 

 

 

2.8 Statistical analysis 
 

Correlation was assessed by the Spearman correlation method, 

(r) and p values are indicated. 
 

 

3 Results 

3.1 Analysis of the sensitivity to BCL2 and 
BCLXL BH3 mimetics in primary sPCL 

 
A cohort of 13 consecutive sPCL was analyzed for the sensitivity 

to BH3 mimetics targeting either BCL2 (ABT-199/venetoclax) or 

BCLXL (A1155463) (Table 1). The main molecular characteristics 

of sPCL were defined on the basis of DGE RNA sequencing profile 

and are summarized in Table 1. sPCL 4, 6 and 8 were only sensitive 

to venetoclax, sPCL 1, 5 and 11 were sensitive to A1155463 and the 

other 7 sPCLs were resistant to both BH3 mimetics (Table 1). 

Analysis of cell death in sPCL samples upon BH3 mimetics 

treatment is illustrated for sPCL1, sensitive to A1155463 and for 

the non-sensitive sPCL3 sample (Supplementary Figure 1). 

Additionally, sensitivity to A1155463 was paired with BH3 

profiling using BIM-BH3 derived peptide, to evaluate the global 

priming and HRK-BH3 derived peptide, specific for BCLXL, in four 

sPCL samples; sPCL1 and sPCL5 were sensitive to A1155463 and 

sPCL6 and sPCL8 sensitive to venetoclax. This analysis showed 91 

to 99% cytochrome c release after exposure to BIM-derived peptide 

in the four analyzed samples, reflecting their high capacity to 

undergo mitochondrial apoptosis, according to their sensitivity to 

the respective BH3 mimetic. However, only cells from sPCL1 and 

sPCL5 permeabilized their mitochondria upon the HRK-BH3 

peptide (71 and 76% cytochrome c release, respectively), 

confirming the BCLXL primed profile of these samples (Figure 

1A). In contrast, cells from sPCL6 and sPCL8 released 12 and 30% 

of cytochrome c upon exposure to HRK-BH3 peptide, in agreement 

with their resistance to A1155463 (Figure 1A). 

We further analyzed the mRNA BCL2 family expression 

according to BH3 mimetics response. We found that BCL2 mRNA 

levels did not correlated with venetoclax sensitivity in contrast to 

BCL2/BCL2L1 (p=0.0437), BCL2/BCL2L1+MCL1 

(p=0.0142) and BCL2/MCL1 (p=0.0036) mRNA ratios, the latter 

ratio correlated the best with venetoclax response, (Figure 1B). Of 

note, the sensitivity to A1155463 significantly correlated with 
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TABLE 1 Ex vivo sensitivity of sPCL cells to BH3 mimetics. 
 

sPCL characteristics Cell death % 

N° Age/sex Molecular group Del17p ABT199 
(300nM) 

A1155463 
(300nM) 

1 57/F MF + 0 59 

2 66/F MS ND 31 16 

3 64/M HD ND 22 4 

4 69/F CD2 ND 82 11 

5 67M MF + 0 69 

6 56/F MS + 68 20 

7 72/F MF – 12 14 

8 69/F CD1 – 54 12 

9 61/M CD1 + 0 15 

10 84/M LB ND 15 39 

11 69/F CD2 + 38 73 

12 48/M LB + 0 30 

13 36/M LB ND 0 0 

Blood mononuclear cells were treated with ABT199 (Venetoclax) or A1155463, both at 300 nM for 24 hours. The percentage of cell death was determined by the loss of CD138 staining. sPCL, 

secondary plasma cell leukemia; F, female; M, male; ND, not determined. Molecular groups were established as previously described (22). 

 

BCL2L1 (coding for BCLXL) mRNA levels (p=0.006), though the 

ratio of BCL2L1/MCL1 (p=0.0018) mRNA appeared the most 

potent marker associated with A1155463 sensitivity (Figure 1C). 

Nevertheless, the MCL1 mRNA levels itself did not correlate with 

the sensit ivity of any of both BH3 mimetics tested. 

(Supplementary Figure 2). 

 

 

3.2 BCLXL Protac DT2216 efficiently 
degrades BCLXL in all myeloma cells 

 
Since the sPCLs sensitive to A1155463 were venetoclax 

resistant, targeting BCLXL by the specific BCLXL Protac degrader 

DT2216 could be of interest for this particular sPCL subgroup. To 

study the specificity and the ability of DT2216 to degrade BCLXL, 

we took advantage of myeloma cell lines (HMCLs) and in particular 

of NAN12 cell line, which has been immortalized in presence of IL- 

6 from the sPCL1. Because DT2216 relies on Von Hippel-Lindau 

(VHL) E3 ligase to achieve BCLXL protein degradation, we first 

analyzed VHL expression in 10 HMCLs and CD138+ cells from 3 

sPCL (1, 6 and 8). Due to alternative codon initiation, VHL protein 

is expressed as two isoforms of 18 and 24 kDa (23), which were 

detected in all HMCL tested (n=10), as well as in sPCL cells (Figure 

2A). However, the levels of the VHL E3 ligase did not correlate 

with DT2216 sensitivity (r=0.1593, p=0.604) (Figure 2A, 

Supplementary Table 1), suggesting that cell death induced by 

DT2216 was not influenced by the level of expression of VHL 

protein. We next analyzed the degradation of BCLXL in 4 different 

cell lines treated with various doses of DT2216. After 48hrs of 

treatment, 20 to 50% of BCLXL was already degraded at 25nM 

DT2216, reaching a major degradation of at least 80% of BCLXL 

observed at 150nM in all HMCLs tested (Figure 2B). Finally, we 

confirmed that DT2216 selectively degraded BCLXL, even after 72 

hours at the dose of 150nM, without modifying the levels of MCL1 

or BCL2 (Figure 2C). 

 

 

3.3 DT2216 induces apoptosis in highly 
expressing BCLXL cells through BAX and 
BAK activation 

 
We further compared the sensitivity to DT2216 and A1155463 

in HMCLs (n=10) and primary cells from sPCLs (1, 6, 8 and 13). 

We found a strong and significant correlation between the 

sensitivity to these two compounds (r=0.8699, p=0.0001, 

Spearman test). Three cell lines (ANBL6, MM1S and NAN12) 

and 1 sPCL (sPCL1) were highly sensitive to DT2216 with LD50 

values ranging from 15 to 100 nM (Figure 3A, Supplementary 

Table 1). Because 150nM of DT2216 almost completely degraded 

BCLXL (at least 80%) in all myeloma cells studied, only cells that 

were significantly killed at this dose or less were considered as 

BCLXL dependent. Moreover, DT2216 sensitive cells were resistant 

to venetoclax (Supplementary Table 1) and therefore dependent on 

BCLXL. One cell line (KARPAS 620) had a particular sensitivity 

profile characterized by an intermediate sensitivity to DT2216 

(LD50 = 231 nM) and a high sensitivity to venetoclax (LD50 = 5 

nM). This result indicates a co-dependence on BCLXL as well as 

BCL2, which may rely on its high BCL2 protein level (Figure 3B). 

We also analyzed the expression of the main BCL2 anti- 

apoptotic proteins in relation to DT2216 response. DT2216 

sensitive myeloma cells expressed the highest levels of BCLXL 

and moderate levels of either BCL2, MCL1 or both. In 
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opposition, resistant cells were characterized by a lower BCLXL and 

higher BCL2 and/or MCL1 protein expression (Figure 3B). We 

further demonstrated that DT2216 sensitivity strongly correlated 

with BCLXL protein expression (r= -0.7496, p=0.0067) as well as 

the ratio of BCLXL/MCL1+BCL2 protein (r=-0.7483, p=0.007) 

(Figure 3C). Although to a lesser extent, the protein ratio of 

BCLXL/MCL1 also correlated with induction of cell death by 

DT2216 (r=-0.6224, p=0.0347), while no correlation was found 

with the ratio of BCLXL/BCL2. At the same time, neither BCL2 nor 

MCL1 showed any correlation with DT2216 cell death induction 

(Figure 3C). To go deeper into the mechanism of cell death 

induction by DT2216, we investigated its impact on the 

mitochondrial apoptotic pathway. Indeed, we demonstrated 

cytochrome c release (Figure 3D), caspase-9 and consequently 

caspase-3 activation under DT2216 treatment in sensitive NAN12 

cells. In contrast, no caspase activation was observed in the resistant 

XG7 cell line (Figure 3E). Of note, using antibodies against the 

conformational active forms of BAK and BAX, we demonstrated 

that upon DT2216 treatment both effectors were readily activated 

from 24hrs (27% BAK and 29% BAX) in NAN12 cells. Activation 

that clearly progressed at 36 hrs, since around 50% of cells displayed 

both activated forms. As expected, no activation of BAK or BAX 

was observed in the resistant XG7 cells (Figure 3F). 

Finally, we investigated the nature of BCLXL complexes in the 

sensitive NAN12 cell line by co-immunoprecipitation assays. Our 

results revealed that BCLXL was complexed with both BH3-only 

(BIK, BIM) and effector proteins (BAX, BAK) (Figure 3G). 

Quantification of pro-apoptotic proteins before and after BCLXL 

immunoprecipitation indicated that 86% of BIK, 77% of BIM and 

around 50% of BAX and BAK effectors expressed in NAN12 were 

sequestered by BCLXL. Thus, these findings supported the 

activation of BAX and BAK effectors in DT2216 cell death 

induction, according to the unified model of the BCL2 members 

interaction (1)
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FIGURE 1 

Characterization of BCL2 or BCLXL primed profile of sPCL. (A) BH3 profiling was performed exposing CD138 positive cells isolated from patient 
samples to BH3-derived peptides, values corresponded to the percentage of cytochrome c released and measured by flow cytometry. Bim peptide 
measures global priming, HRK peptide measures BCLXL dependence and PUMA 2A is an inert peptide. (B) Analysis of BCL2, BCL2/BCL2L1, BCL2/ 

MCL1 and BCL2/BCL2L1+MCL1 mRNA seq expression according to venetoclax (300nM) cell death response in primary cells from sPCL (n=13). 
BCL2L1 is the BCLXL coding gene. (C) Analysis of BCL2L1, BCL2L1/BCL2, BCL2L1/MCL1, BCL2L1/BCL2+MCL1 mRNA seq expression according to 
A1155463 (300nM) cell death response in primary cells from sPCL (n=13). Correlation was assessed by Spearman test, p and r values are indicated. 
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4 Discussion 

The present study demonstrates that the novel platelet-sparing 

BCLXL protac degrader, DT2216, selectively degrades BCLXL in all 

myeloma cells tested but only kills cells highly primed for BCLXL. 

The specificity of DT2216 is determined by the recruitment of 

BCLXL to VHL E3 ligase (13), which we found expressed in sPCL 

and HMCL cells analyzed. Nevertheless, the protein level of VHL E3 

ligase did not correlate with DT2216 cell death induction, as already 

reported in T-cell acute lymphoblastic leukemia cell lines (24). In 

contrast, BCLXL protein levels strongly correlated with DT2216 cell 

death, suggesting that the level of BCLXL protein expression 

dictates the sensitivity to DT2216 in tumor plasma cells. 

Accordingly, it has been demonstrated that T cell lymphoma cells 

expressing high BCLXL levels were highly sensitive to DT2216 (14). 

The same study found that high MCL1 expressing cells were 

resistant to DT2216, similarly to our results observed in XG7 

MM cell line. These observations suggest that MCL1 could act as 

a brake for cell death induced by DT2216. 

It is worth noting that low concentrations of DT2216 (nM 

range) were needed to induce myeloma cell death compared to the 

high doses used in solid tumor cells (25). Indeed, similar to our 

findings, low doses of DT2216 were found to kill BCLXL dependent 

T cell lymphomas in vitro and in vivo as well as T−cell acute 

lymphoblastic leukemia cells (13, 24). Whether high DT2216 

sensitivity could be extended to other hematological cancers 

remains undefined. 

Despite the low number of patient samples included in this 

study, the identification of a subgroup of sPCL addicted to BCLXL, 

but not to BCL2, for survival fully illustrated the importance of 

targeting BCLXL for these end-stage refractory patients with a 

dismal outcome (26). Additionally, our preliminary analysis of bone 

marrow samples from relapse/refractory MM patients showed that 

of the 22 samples analyzed, only 2 were sensitive to DT2216 (cell 

death ≥ 50% at 150nM), suggesting that a small group of 

relapse/refractory MM patients are dependent on BCLXL and could 

potentially receive therapeutic benefit from DT2216. However, 

larger number of samples are needed to confirm this finding. 

We could hypothesize that in DT2216 sensitive cells, the 

degradation of BCLXL could trigger the release of its bound 

counterparts, namely BH3-only proteins and BAX/BAK effectors. 

Thus, freed BH3-only proteins may in turn activate BAX and BAK 

(Mode 1). Not mutually exclusive, the release of BAX and BAK 

effectors from BCLXL may also lead to their activation (Mode 2), as 

already described (27, 28). The concomitant activation of BAX and 

BAK observed under DT2216 suggests the formation of BAX/BAK 

heterocomplexes at the mitochondria, as previously described in 

myeloma cells (20). Of note, we demonstrated that a major pool of 

BIK was bound to BCLXL in NAN12 sensitive cells, this BH3-only
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FIGURE 2 

DT2216 selectively degrades BCLXL in myeloma cells. (A) Immunoblot of VHL expression in HMCLs (n=10) and CD138 (+) sPCL (n=3). KARPAS 620 
(K620) cell lysate was included as an internal control. Results are representative of 2 independent experiments (left panel). VHL relative protein 
levels were quantified, normalized to actin and plotted against DT2216 LD50 values. Correlation was assessed by Spearman test, p and r values are 
indicated (right panel). (B) HMCLs were treated for 48h by DT2216 as indicated. Cell lysates were analyzed by western blot for BCLXL and Actin 
expression. BCLXL protein levels were quantified using Actin as a loading control. Results are representative of 2 independent experiments.                
(C) HMCLs were treated by DT2216 (150nM) for the indicated times. Cell lysates were analyzed by western blot. Results are representative of 2 
independent experiments. 
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FIGURE 3 

DT2216 induces apoptosis in myeloma cells through BAK and BAX activation. (A) Sensitivity to DT2216 and A1155463 correlates in myeloma cells. 
DT2216 LD50 values were plotted versus A1155463 LD50 values in 10 HMCLs (empty circles) and 4 sPCLs (sPCL1=square; sPCL6=circle; 
sPCL8=triangle and sPCL13=diamond). Correlation was assessed by Spearman test, p and r values are indicated. (B) BCLXL, BCL2 and MCL1 protein 
levels were analyzed by western blotting. KARPAS 620 (K620) cell lysate was included as an internal control. * DT2216 sensitive cells. (C) BCLXL, 
BCL2 and MCL1 protein levels were quantified and normalized to actin. DT2216 LD50 values were analyzed in function to relative protein levels and 
the protein ratio of BCLXL/BCL2, BCLXL/MCL1 and BCLXL/MCL2+BCL2. Correlation was assessed by Spearman test, p and r values are indicated. 

(D) NAN12 cells were treated by DT2216 for 15h, followed by an intracellular staining using an anti-cytochrome c mAb and analyzed by flow cytometry. 
The percentage of cells that released cytochrome c upon DT2216 is indicated. Results are representative of 2 independent experiments. (E, F) NAN12 
and XG7 were treated for the indicated times with 15nM and 150nM DT2216, respectively. Cells were collected and analyzed by 

(E) western blotting or (F) stained with anti-BAK (G-317-2) and anti-BAX (6A7) mAb antibodies directed against their active forms. Results are 
representative of at least 3 independent experiments. (G) BCLXL Immunoprecipitation was performed in cell lysate from NAN12 cell line. Unbound 
proteins (OUT) were quantified and compared to total lysates (IN). Results are representative of 2 independent experiments. 

protein, long described as a sensitizer, is now considered as direct 

activator of BAX and BAK (29, 30). 

Of samples that were sensitive to venetoclax, sPCL 4 and sPCL 8 

belonged to CD-2 and CD-1 molecular groups, which are 

characterized by an over-expression of CCND1 and the presence of 

t(11;14) (22). Indeed, several studies demonstrated the potential 

clinical use of venetoclax in MM patients harboring t(11;14) (31– 
33). Furthermore, the likelihood of a clinical response was 

associated with high BCL2/MCL1 and BCL2/BCL2L1 mRNA 

ratios (31, 32). Accordingly, we confirmed the role of MCL1 as a 

resistance factor for venetoclax response in our cohort of sPCL. 

Interestingly, our results propose that in sPCL, MCL1 could also
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play a role in resistance to BCLXL targeting. Of note, the gene 

coding for MCL1 is located in 1q21, region frequently amplified in 

MM (34). 

Because previous studies demonstrated that the functional 

evaluation of venetoclax sensitivity predicts clinical response (33), 

we can expect that the functional evaluation of DT2216 sensitivity 

could also predict the clinical response of sPCL to DT2216. From 

our results, we conclude that this functional ex vivo assays, rapidly 

and easily analyzed by flow cytometry after 48 hours DT2216 

treatment, will be the mandatory partner of personalized 

approach and represents the missing link between omic data of 

an individual and clinical application for each patient. Besides the 

interest of DT2216 to target cancer cells that rely on BCLXL for 

survival, it was recently shown that DT2216 could improve cancer 

immunotherapy by eliminating regulatory T cells (Tregs) (35). 

Thus, the study of Kolb et al. broadens the potential use of BCLXL 

protact degrader, which is already under clinical trials 

(NCT04886622). 

Finally, even if sPCL addicted to BCLXL remains a small yet a 

very challenging group of patients, DT2216 appears an additional 

weapon that merits a clinical evaluation. 
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Supplementary Figure 1. 

 

BH3 mimetics ex vivo testing of sPCL samples 

 

Mononuclear cells obtained from sPCL1 and sPCL3 were cultured in the presence of ABT-199 

(300nM), A1155463 (300nM) or untreated (control condition) for 24h. Cells were then stained 

with anti-CD138-PE mAb. Tumor plasma cell death was assessed by the loss of CD138 

expression. The percentage of CD138 positive cells in each condition after 24h of culture is 

indicated. Specific cell death for each BH3 mimetic was calculated relative to control (ct) and 

is indicated in brackets. 
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Supplementary Figure 2. 

 

MCL1 mRNA levels did not correlated with either Venetoclax or A1155463 cell death 

response in sPCL samples. 

Analysis of MCL1 mRNA expression according to A) venetoclax (300 nM) and B) A1155463 

(300nM) cell death response. Correlation was assessed by Spearman test, p and r values are 

indicated. 
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HMCL/sPCL Translocation Target 

Genes 

LD50 (nM) 

ABT199 A1155463 DT2216 

KARPAS 620 t(11 ;14) CCND1 5 3000 231 

KMS12PE t(11 ;14) CCND1 15 > 10000 2000 

MDN t(11 ;14) CCND1 3 3000 450 

NAN10 t(11 ;14) CCND1 350 > 3000 800 

XG5 t(11 ;14) CCND1 5 > 10000 1200 

KMM1 t(6 ;14) CCND3 5000 > 4000 > 4000 

MM1S t(14 ;16) c-Maf 4000 20 38 

ANBL6 t(14 ;16) c-Maf 5500 60 50 

XG7 t(4 ;14) MMSET 5000 > 3000 > 3000 

NAN12 t(14 ;20) MafB 2000 10 15 

sPCL1 t(14 ;20) MafB n.d. 100 100 

sPCL6 t(4 ;14) MMSET n.d. 1200 1160 

sPCL8 t(11 ;14) CCND1 n.d. 3500 3200 

sPCL13 n.d. n.d. n.d. >20000 >20000 

 

Supplementary Table 1 

For human myeloma cell lines (HMCL), cell death was determined after 24 hours of ABT199 

(Venetoclax) or A1155463 treatment or after 48 hours of DT2216 treatment. Cell death was 

assessed by flow cytometry after Annexin V staining. Values corresponded to the mean of at 

least 3 independent experiments. For sPCL samples, cell death was assessed by the loss of 

CD138 expression, as presented in Supplementary Figure 1. Target genes were previously 

defined (36). n.d. (not determined). 
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I) VDAC2 prime les cellules myélomateuses à l'apoptose dépendante de BAK 
en stabilisant BAK et non BAX et représente une nouvelle cible 
thérapeutique 

 
Les protéines VDACs sont responsables du passage des ions et des métabolites à travers la 

MOM. Ce sont les protéines les plus abondantes à la MOM. Leur rôle est donc essentiel dans 

l’homéostasie cellulaire (Heslop et al., 2021). Cheng et ses collaborateurs ont d’ailleurs mis 

en évidence que VDAC2 est une protéine essentielle dans l’homéostasie cellulaire et le 

développement puisque les souris dépourvues en VDAC2 meurent à l’état embryonnaire 

(Cheng et al., 2003).  

Dans le contexte du cancer, l'expression et la valeur pronostique de VDAC2 varient en fonction 

du type de cancer. Dans des tumeurs épithéliales humaines de la thyroïde, on retrouve une 

surexpression de la protéine VDAC2 en comparaison à des cellules thyroïdiennes normales 

(Mato et al., 2015). Une autre étude compare des tissus d’adénomes folliculaires et des tissus 

de thyroïde normaux. Leur analyse protéomique révèle 114 protéines biomarqueurs 

candidates de ce cancer, dont VDAC2 figure dans le top 5 (Lai and Chen, 2015). Enfin, Zhou 

et ses collaborateurs ont réalisé des immunohistochimies sur des échantillons de 

glioblastomes montrant que l’expression de VDAC2 est inversement corrélée avec les grades 

de la maladie (avec le plus petit grade ayant la plus forte expression de VDAC2). De plus, ils 

montrent que les patients ont une plus faible survie globale quand ils ont une faible expression 

de VDAC2 (Zhou et al., 2018). En parallèle, deux études montrent un rôle contraire de 

VDAC2. En effet, dans le cancer de l’endomètre, une étude montre qu’une forte expression 

protéique de VDAC2 est prédictive d’une faible survie globale (Jóźwiak et al., 2020). Enfin, 

une étude plus récente sur le NSCLC montre qu’une forte expression du gène VDAC2 est 

associée avec un mauvais pronostic, et que l’expression de VDAC2 est d’autant plus forte 

dans les stades avancés de la maladie (Ma et al., 2024).  

En plus d’observer l’expression de VDAC2 dans des cellules cancéreuses, VDAC2 semble 

une cible très intéressante dans le cancer. Une étude a démontré que lorsque l’on fait un 

CRISPR screen sur des cellules où l’on inhibe de manière directe ou indirecte MCL-1 

(CRISPRi), VDAC2 ainsi que BCL2L1 (BCL-XL) font partis de la liste des gènes 

significativement enrichis après inhibition de MCL-1 dans des cellules cancéreuses du poumon 

(Kabir et al., 2019).  
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Notre étude permet de mettre en avant que l’expression de VDAC2 pourrait être utilisée 

comme valeur pronostique dans le MM.  En effet, nous avons mis en évidence grâce à la 

cohorte MMRF-CoMMpass qu’une faible expression de VDAC2 est associée à une moins 

bonne OS des patients atteints de MM. Or, un résultat clé dans notre étude a été de montrer 

dans 2 lignées de MM que la perte de la protéine VDAC2 entraine une diminution drastique 

de la protéine BAK, protéine essentielle dans l’induction de l’apoptose. Cela suggère que des 

niveaux plus élevés de VDAC2 pourraient garantir des niveaux adéquats de BAK dans ces 

échantillons de patients. Cependant, le gène codant pour VDAC2 est situé sur le chromosome 

10, qui n'est pas typiquement associé à des anomalies chromosomiques dans le MM 

(Introduction, I), b.). Par conséquent, la cause de l'expression hétérogène de VDAC2 dans 

les cellules de MM reste inconnue.  

  

VDAC2 est un membre de la famille VDAC qui facilite l'importation mitochondriale de BAK et 

BAX (Naghdi et al., 2015), jouant ainsi un rôle crucial dans la régulation de l'apoptose. Bien 

qu'il existe des preuves suggérant que VDAC2 contrôle de manière différentielle BAX et BAK, 

le mécanisme sous-jacent reste incomplètement compris. En utilisant l'invalidation par 

CRISPR/Cas9 de VDAC2 dans des cellules de myélome présentant un statut p53 anormal, 

KMM1 et KMS12PE, nous avons démontré que VDAC2 contrôle la stabilité de BAK, mais pas 

celle de BAX. Les cellules VDAC2-KO présentent une réduction drastique de la protéine BAK, 

alors que les niveaux protéiques de BAX ne sont pas affectés. Bien que moins prononcée, 

d’autres études avaient déjà rapporté une réduction des niveaux protéiques de BAK dans les 

MEFs déficientes en VDAC2. Cela s’explique par le fait que VDAC2 stabilise BAK, sans pour 

autant démontrer le mécanisme sous-jacent (Cheng et al., 2003).  

 

Roy et ses collègues ont rapporté que la voie apoptotique était altérée suite à la réduction de 

la protéine BAK dans les MEFs déficientes en VDAC2 (Roy et al., 2009). Ils ont proposé que 

la réduction des niveaux de BAK était due à un ciblage inefficace de BAK à la mitochondrie 

plutôt qu'à une dégradation accrue du protéasome, puisque les niveaux de BAK n'ont pas été 

restaurés par le traitement au MG-132. En accord avec cette étude, nous avons démontré que 

l'inhibition du protéasome seule était insuffisante pour restaurer les niveaux de BAK. En 

revanche, nous montrons pour la première fois que l'inhibition combinée des voies 

lysosomales et des voies du protéasome restaure les niveaux de BAK dans les cellules de MM 

VDAC2-KO. 

 

De plus, afin de confirmer le rôle de VDAC2 dans la stabilité de BAK, nous avons utilisé un 

inhibiteur de la synthèse protéique, la CHX. Dans la littérature, il n’existe aucune donnée sur 

la demi-vie de la protéine BAK. Il semble donc que celle-ci soit longue. Dans les cellules de 
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MM, nous montrons que même après 24h de traitement à la CHX, le protéine BAK reste stable, 

et augmente même légèrement dans les cellules CTR. En revanche, dans les cellules VDAC2-

KO, le peu de protéine BAK restant est très vite dégradé, permettant d’obtenir une demi-vie à 

environ 10h. VDAC2 semble donc jouer un rôle dans la stabilité de BAK, puisqu’en son 

absence, BAK est dégradé par les lysosomes et le protéasome.  

 

Ce rôle de VDAC2 dans la stabilité des effecteurs fait lien avec son rôle dans leur localisation 

cellulaire. En effet, de précédentes études ont montré que VDAC2 était une plateforme pour 

la rétrotranslocation de BAX (Lauterwasser et al., 2016), mais aussi que cette protéine 

permettait l’ancrage de BAK à la mitochondrie (Lazarou et al., 2010 ; Roy et al., 2009). Mon 

travail de thèse a permis de confirmer le rôle de VDAC2 dans la localisation cellulaire de BAX. 

En effet, nous avons observé dans les cellules de MM VDAC2-KO qu’il y a une redistribution 

de BAX, à la fois au cytosol et à la mitochondrie, alors que dans les cellules CTR on le retrouve 

majoritairement à la mitochondrie. Étant donné que BAX doit se situer à la MOM pour induire 

l’apoptose, VDAC2 semble être essentiel pour sa translocation vers la mitochondrie. En 

revanche, concernant la localisation de BAK, nous n’avons pas confirmé le rôle de VDAC2 

dans sa localisation. En effet, suite à la perte drastique de la protéine BAK dans les cellules 

VDAC2-KO, nous avons montré que la faible quantité de BAK restante est exclusivement à la 

mitochondrie. Nous pouvons conclure de notre étude que VDAC2, dans les cellules de MM, 

est nécessaire en partie pour la localisation mitochondriale de BAX, et est nécessaire pour la 

stabilisation de la protéine BAK et non sa localisation.  

 

La découverte d'une corrélation directe entre les niveaux de protéines VDAC2 et BAK, mais 

pas entre les niveaux de VDAC2 et BAX dans les cellules de MM, bien qu'elle n'ait jamais été 

rapportée dans d'autres modèles cellulaires, renforce l'idée que VDAC2 est nécessaire pour 

la fonction de BAK. En accord avec un travail précédent, nous avons démontré une interaction 

endogène entre BAK et VDAC2 dans des fractions mitochondriales enrichies (Cheng et al., 

2003). Cette corrélation entre les niveaux protéiques de VDAC2 et BAK est aussi retrouvée 

sur les niveaux d’ARNm, puisque nous avons montré que cette corrélation existe pour 17 

HMCLs. De plus, cette corrélation entre les niveaux d’ARNm de VDAC2 et BAK1 est aussi 

présente dans la cohorte MMRF-CoMMpass, alors que VDAC2 et BAX ne sont toujours pas 

corrélés. Bien que cette corrélation soit modérée, ce résultat renforce la relation fonctionnelle 

entre VDAC2 et BAK dans la régulation de l'apoptose et suggère que leur expression peut être 

partiellement régulée par une voie commune. Cependant, la régulation transcriptionnelle de 

VDAC2 n'est pas encore bien comprise. Étant donné qu’il existe de nombreux variants de 

transcrits de chaque VDAC (Introduction III), a. 2.), cela suggère qu’il existe plusieurs 

mécanismes de régulation spécifiques (Messina et al., 1999 ; Sampson et al., 1996). Tous 
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les gènes VDACs de la souris et de l'Homme sont dépourvus d'éléments TATA-box, montrant 

au contraire un enrichissement du contenu en GC. Le promoteur murin prédit de VDAC2 

présente le niveau d'activation transcriptionnelle le plus élevé (Mj et al., 1997). Ce n'est que 

récemment que les promoteurs des gènes VDACs humains ont été étudiés pour mettre en 

évidence leurs caractéristiques structurelles et fonctionnelles (Zinghirino et al., 2020). 

Zinghirino et son équipe ont montré que le promoteur du VDAC3 a l'activité transcriptionnelle 

la plus élevée et que le promoteur du VDAC1 est, en revanche, le moins actif (Zinghirino et 

al., 2020). Plus récemment, ils ont montré qu’il existe dans le promoteur de VDAC2 humain 

un site d'initiation non canonique appelé « le motif TCT/TOP », qui est une cible de la régulation 

de la traduction par la voie mTOR, le stress oxydatif et métabolique (Zinghirino et al., 2021). 

Ils ont aussi constaté qu’une forte méthylation est associée au promoteur de VDAC2, au corps 

du gène et à la région du gène en aval, alors que pour VDAC1 et VDAC3, le statut de 

méthylation du promoteur peut être absent (Zinghirino et al., 2021).  

 

En plus de cette régulation transcriptionnelle, une étude mentionne les régulations post-

traductionnelles qu’il existe chez les protéines VDACs (Pittalà et al., 2021). En raison des 

difficultés expérimentales liées à leur caractérisation structurelle, les modifications post-

traductionnelles des protéines VDACs représentent un domaine peu exploré. Les auteurs ont 

montré que la séquence du VDAC2 humain contient une méthionine interne conservée 

(Met166) et une autre spécifiquement retrouvée chez l’Homme (Met12). Ces résidus sont 

partiellement oxydés en MetO, permettant ainsi la consommation de ROS. Ils ont aussi montré 

qu’il y a 3 résidus cystéines (Cys8, Cys13, et Cys133) qui sont uniquement retrouvés sous 

forme réduite, pouvant permettre de former des ponts disulfures. Enfin, des sites de 

phosphorylation ont été identifiés dans la séquence VDAC2 du rat, mais pour le moment 

aucune donnée n’existe sur le VDAC2 humain (Pittalà et al., 2021). La régulation 

transcriptionnelle et post-traductionnelle de VDAC2 semblent donc importantes pour la 

compréhension de la corrélation existant avec BAK ; et mériteraient d’être explorées dans 

certaines pathologies, comme dans le MM. 

 

Un autre résultat clé de notre étude a été de montrer que VDAC2 contrôle le priming 

mitochondrial dans les cellules de MM, puisque les cellules VDAC2-KO ont radicalement perdu 

le priming global et les dépendances spécifiques à MCL-1 et BCL-2. La raison principale de la 

perte du priming mitochondrial dans les cellules VDAC2-KO pourrait être la perte de BAK, 

puisque les cellules BAK-KO ont récapitulé cette découverte. Des travaux antérieurs utilisant 

différents modèles d'extinction de VDAC2 ont montré des résultats contrastés sur la fonction 

de ce canal, certaines études ne montrant aucun rôle, un antagonisme ou même une 

promotion de la réponse apoptotique (Introduction, III) c. 2. i.). En effet, si Cheng démontre 
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que VDAC2 inhibe l’apoptose BAK dépendante en séquestrant BAK sous sa forme inactive, 

Setoguchi et Roy démontrent que VDAC2 est tout de même nécessaire pour l’ancrage de BAK 

à la MOM. Néanmoins, Baines réfute l’hypothèse que VDAC2 fait partie du PTP puisqu’il ne 

semble pas obligatoire dans l’induction de la MOMP et le relargage in fine de cytochrome c 

(Baines et al., 2007 ; Cheng et al., 2003 ; Roy et al., 2009 ; Setoguchi et al., 2006). 

 

Pour mieux comprendre ces différences, nous avons transitoirement réduit au silence VDAC2 

par des siRNA dans les cellules MM, ce qui n'a pas modifié l'expression de BAK mais a conduit 

à une augmentation du priming mitochondrial et, par conséquent, à une augmentation de la 

réponse apoptotique. En revanche, une extinction plus longue, pendant 5 jours, a permis de 

récapituler l’effet des cellules VDAC2-KO puisque l’on observe une diminution de l’expression 

de la protéine BAK. De plus, des données préliminaires nous suggèrent que cette diminution 

par siRNA à long terme perturbe le priming mitochondrial vers une diminution à la fois du 

priming mitochondrial global, mais aussi des dépendances à MCL-1 et BCL-2. Ces résultats 

contrastés suggèrent que les niveaux mitochondriaux de VDAC2 peuvent déterminer la 

stabilité et la fonction de BAK ainsi que le seuil apoptotique. En effet, nos résultats suggèrent 

que la suppression complète de VDAC2 peut être délétère en raison de la dégradation induite 

de BAK, ayant comme conséquence de nuire au priming mitochondrial. En revanche, une 

diminution partielle et de courte durée de VDAC2 n'affecte pas les niveaux de BAK et pourrait 

ainsi laisser BAK libre d'être activé, permettant sa fonction pro-apoptotique.  

 

Ce mécanisme finement ajusté de régulation de BAK par VDAC2 pourrait expliquer pourquoi, 

dans différents contextes, il a été démontré que VDAC2 supprime et favorise l'activité pro-

apoptotique de BAK (Cheng et al., 2003 ; Chin et al., 2018 ; Naghdi et al., 2015 ; Ren et al., 

2009). Cheng et ses collaborateurs ont démontré que les MEFs déficientes en VDAC2, tout 

en présentant une diminution modérée des niveaux de BAK, montraient une activation accrue 

de BAK et étaient plus sensibles aux signaux apoptotiques (Cheng et al., 2003). De plus, il a 

été démontré que l'inhibition de BAK par VDAC2 dépend de leur interaction physique à travers 

le domaine transmembranaire de BAK (Lazarou et al., 2010). A l'inverse, Roy et son équipe 

ont rapporté que les MEFs déficients en VDAC2 présentaient une perte de sensibilité à 

l'apoptose induite par le t-BID et une réduction partielle des niveaux de BAK (Roy et al., 2009).  

Ces résultats opposés reflètent la nature complexe par laquelle VDAC2 contrôle BAK. 

Cependant, nous ne pouvons pas exclure que la divergence de ces résultats avec les nôtres 

puisse provenir de différences dans les modèles cellulaires utilisés. En effet, la majorité des 

publications sur VDAC2 utilisent les MEFs comme modèle, et bien qu’il existe près de 90% de 
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similitudes entre VDAC2 chez l’Homme et chez la souris, on peut supposer que la différence 

entre les deux réside dans les résidus impliqués dans leur interaction physique avec BAK. 

 

Si Chin et ses collaborateurs ont montré un rôle majeur de VDAC2 dans l’apoptose médiée 

par BAX (Chin et al., 2018), nous n’avons pas pu le mettre en évidence dans notre modèle. 

En effet, bien que les cellules VDAC2 et BAK-KO ont totalement perdu leur priming 

mitochondrial, les cellules BAX-KO ont seulement vu leur priming diminuer, mais une partie 

est encore présente. Cela nous montre que, dans des cellules TP53 mutées, il semble plutôt 

que la mort soit médiée par BAK. Néanmoins, nous ne pouvons pas affirmer que ce soit le cas 

dans toutes les cellules de MM. En effet, récemment, l’équipe a démontré que les cellules 

sauvages en TP53 rendues TP53-/- par CRISPR/Cas9 ont une diminution de la protéine BAX 

et que par conséquent, elles deviennent résistantes aux BH3-mimétiques ciblant MCL-1, du 

fait de la perte du complexe MCL-1/BAX dans ces cellules. Ces résultats montrent que BAK 

et BAX ne sont pas complètement redondants et que l'expression de BAX induite par p53 est 

un facteur limitant de l'apoptose mitochondriale (Durand et al., 2023).  

 

Le rôle distinct et controversé de VDAC2 dans la littérature depuis maintenant près de 20 ans 

peut probablement s’expliquer par le fait que certaines cellules vont plutôt fonctionner vers un 

mode « BAK » alors que d’autres vont plutôt aller vers un mode « BAX », amenant par 

conséquent un rôle pro- ou anti-apoptotique de VDAC2. De plus, les complexes existants entre 

les protéines anti-apoptotiques et les protéines pro-apoptotiques BH3-only et effectrices 

doivent aussi jouer un rôle prédominant dans la réponse à la mort cellulaire (Gomez-Bougie 

et al., 2018 ; Seiller et al., 2020).  

 

Nos travaux ont permis de mettre en avant que, même s’il n’existe pas de corrélation directe 

entre l’expression protéique de VDAC2 et celle de BAX, on retrouve une interaction physique 

entre elles dans les cellules de MM. Bien que cette interaction ait déjà été rapportée 

auparavant (Yuan et al., 2021), cela ne peut pas nous permettre de conclure directement sur 

le rôle de VDAC2 dans l’apoptose BAX dépendante. Néanmoins, cela montre bien le rôle 

important de VDAC2 dans la régulation de l’apoptose, puisqu’il interagit non seulement avec 

BAX, mais aussi avec BAK. Ces trois protéines font d’ailleurs partis d’un complexe beaucoup 

plus grand de plus de 400 kDa (Lazarou et al., 2010 ; Ma et al., 2014). Si les chercheurs ont 

démontré que dans ce macro-complexe, on retrouve aussi VDAC1 et VDAC3, il serait 

intéressant de voir si d’autres membres de la famille BCL-2 ne font pas partie intégrante de 

celui-ci.  

 



 179 

L'interaction entre VDAC2 et BAK a été considérée comme une cible thérapeutique potentielle 

pour découvrir des molécules susceptibles de promouvoir l'apoptose (van Delft et al., 2019). 

Des études récentes ont d’ailleurs permis de mettre en évidence les résidus clés dans leur 

interaction, permettant le développement de petites molécules ciblant spécifiquement VDAC2. 

De ce fait, la région entre les feuillets β7 à β10 de VDAC2 semble primordiale dans son 

interaction avec BAK (Naghdi et al., 2015 ; Yuan et al., 2024). Plusieurs études ont montré 

que plusieurs résidus sont importants pour BAK, se trouvant principalement au niveau des 

hélices α4 et 5, comme le résidu L78 (Cheng et al., 2003 ; Dudko et al., 2020). 

 

Certaines molécules, comme l’érastine, inhibe à la fois VDAC2 et VDAC3 (Dolma et al., 2003 

; Yang et al., 2020). Trouver des molécules ciblant spécifiquement VDAC2 sans pour autant 

l’inhiber serait un bon compromis. À notre connaissance, seules deux molécules ciblent 

spécifiquement VDAC2 et pourraient être susceptibles de promouvoir l’apoptose en agissant 

sur l’interaction entre VDAC2 et BAK.  

 

La première, WEHI-9625, n'atteint pas cet objectif, car elle bloque l'apoptose induite par BAK 

chez la souris en stabilisant l'interaction entre VDAC2 et BAK, sans pouvoir entraver l'apoptose 

induite par le BAK humain (van Delft et al., 2019). La seconde, l'Efsevin, est un nouveau 

modulateur de VDAC2 qui a été trouvé lié à VDAC2 (Wilting et al., 2020). Il a été démontré 

que cette molécule inversait le phénotype d'arythmie cardiaque observé dans le modèle de 

poisson zèbre tremblor, activité qui est dépendante de VDAC2 (Shimizu et al., 2015). En effet, 

l’Efsevin s’insère dans le canal, dans la paroi interne du canal, entre un feuillet β et l’hélice α 

(Wilting et al., 2020), ce qui a pour conséquence de garder le canal en conformation fermée 

pour ainsi pouvoir laisser passer les cations, comme le Ca2+ (Introduction, III) d. 2. iii.) 

Cependant, l'Efsevin n'a jamais été évaluée en tant que modulateur apoptotique. Avec notre 

étude, nous apportons la première preuve que l'Efsevin a renforcé le priming mitochondrial et 

a créé une synergie avec le S63845 ou le Vénétoclax sans pour autant modifier les niveaux 

d'expression de la protéine BAK et quel que soit le statut p53. Nous présentons également 

une preuve de concept selon laquelle l'Efsevin a effectivement renforcé la mort cellulaire 

induite par le S63845 dans les cellules primaires de patients atteints de MM. La question de 

savoir si l'Efsevin peut également renforcer la réponse apoptotique dans d'autres hémopathies 

malignes est actuellement à l'étude. Par ailleurs, même si l’effet sensibilisateur à la mort de 

l’Efsevin a montré son efficacité, bien qu’elle n’induise pas la mort seule, le mécanisme sous-

jacent demeure encore inconnu. Nous avons néanmoins démontré qu’il existait une corrélation 

entre la sensibilisation à la mort cellulaire et l’expression de la protéine VDAC2 dans nos 

HMCLs. A l’heure actuelle, nos données suggèrent que bien que l’Efsevin augmente le priming 

mitochondrial dans les cellules de MM, ce composé seul ne permet pas une activation des 
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effecteurs, notamment de BAK, comme nous pouvions l’observer par l’extinction transitoire de 

BAK. Néanmoins, BAK semble avoir un rôle dans cet effet sensibilisateur puisque si les 

cellules BAX-KO sont toujours sensibilisées par la combinaison de l’Efsevin avec un BH3-

mimétique, ce n’est plus le cas des cellules BAK-KO. Il semble donc qu’un mécanisme différent 

soit mis en place dans ce contexte.  

 

Une de nos hypothèses repose sur le fait que l’Efsevin pourrait déstabiliser l’interaction entre 

VDAC2 et BAK, sans pour autant l’inhiber complètement, du fait que le canal soit fermé et qu’il 

perde donc son activité principale, à savoir faire passer les métabolites, les grosses molécules 

et les anions au travers de la MOM. Pour le démontrer, une de nos expérimentations 

préliminaires montre d’ailleurs que lors du traitement des cellules avec l’Efsevin, l’interaction 

entre VDAC2 et BAK est diminuée. Cela reste bien évidemment à confirmer. De plus, une 

autre donnée préliminaire nous montre que lors du traitement avec l’Efsevin, quand on 

immunoprécipite MCL-1, on retrouve plus de BAK et de BAX associés à celle-ci. De plus, on 

retrouve plus de BIM associé à la protéine BCL-2 (données préliminaires). Cela suggère que 

lors du traitement à l’Efsevin, il y a une redistribution des complexes qui expliquerait pourquoi, 

lors de la combinaison avec un BH3-mimétique, on observe une forte sensibilisation à la mort 

cellulaire. Une autre explication dans son mécanisme d’action pourrait aussi être expliquée 

par le Ca2+. En effet, jusqu’à présent, toutes les publications sur cette molécule montrent que 

l’Efsevin permet de favoriser le passage du Ca2+ au travers de la MOM, pour le faire entrer 

dans la mitochondrie et ainsi réguler les flux calciques. Il serait donc intéressant d’observer 

les flux de Ca2+ dans les cellules de MM et voir si cela peut avoir un impact direct sur la mort 

cellulaire. En effet, plusieurs études rapportent le rôle des transporteurs et canaux calciques 

dans le MM, et concernant les canaux à la mitochondrie, seuls le MCU (Landowski et al., 

2005) et VDAC1 (Liu et al., 2006) ont été étudiés (Li et al., 2021).  Un des seules études, 

avec les études sur l’Efsevin, faisant part du rôle de VDAC2 dans les flux calciques montre 

que VDAC2 interagit avec le récepteur à la ryanodine 2 (RyR2) qui se trouve à la membrane 

du RE afin de contrôler les flux calciques dans le cœur (Min et al., 2012). 

 

Enfin, il nous semble nécessaire d’évaluer cette molécule dans d’autres modèles cancéreux. 

Nos données préliminaires suggèrent que la combinaison entre l’Efsevin et les BH3-

mimétiques dans le LCM semble tout aussi bien fonctionner. 

 

Les études sur VDAC2 et l’Efsevin ont mis en évidence que cette molécule supprime 

puissamment l'arythmie cardiaque dans les modèles murins et humains (Schweitzer et al., 

2017 ; Shimizu et al., 2015). Cependant, en ce qui concerne une application clinique de cette 

substance, il convient de noter qu'elle augmente le transfert de Ca2+ entre le réticulum 
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sarcoplasmique et la mitochondrie avec une EC50 d'environ 5 μM, une concentration 

susceptible de favoriser des effets « off-target » (Sander et al., 2021a). En outre, les données 

concernant la biodisponibilité, la pharmacodynamie, la stabilité et la toxicité de l'Efsevin font 

largement défaut et sont une réelle nécessité à comprendre pour pouvoir prétendre à son 

utilisation clinique (Rosenberg, 2022). Il faut donc par la suite étudier tous ses paramètres 

ainsi que bien comprendre son mécanisme d’action. VDAC2 a donc un rôle bien distinct sur la 

régulation de l’apoptose au travers de sa régulation de BAX et son rôle stabilisateur sur BAK 

(Cheng et al., 2003 ; Chin et al., 2018 ; Lauterwasser et al., 2016 ; Roy et al., 2009). 

 

Notre étude met en avant une synergie entre l’Efsevin et les BH3-mimétiques ciblant MCL-1 

et BCL-2. Nos données préliminaires suggèrent bien une sensibilisation à la mort en 

combinaison avec le A1155463, qui cible BCL-XL. L’utilisation de la combinaison entre 

l’Efsevin et un BH3-mimétique semble donc une bonne opportunité thérapeutique à envisager, 

notamment dans le MM. Toutefois, si le vénétoclax est approuvé pour le traitement de MM et 

montre une réelle efficacité, le S63845 ciblant MCL-1 n’a pas abouti dans les essais cliniques 

dans le MM suite à des problèmes de cardiotoxicité. Une étude très récente a évalué un nouvel 

inhibiteur de MCL-1, le BRD-810. Elle montre que le BRD-810 est capable d’induire l’apoptose 

des cellules cancéreuses après 4 heures d’incubation avec la molécule, sans compromettre 

la viabilité des autres cellules, y compris les cardiomyocytes. Cet inhibiteur a aussi fait ses 

preuves in vivo, et a montré qu’il est rapidement éliminé de la circulation systémique. Il 

représente donc un excellent candidat pour des essais cliniques pour le ciblage de MCL-1 

dans les cancers hématologiques et solides (Rauh et al., 2024) afin de contourner la 

cardiotoxicité observée jusqu’à maintenant.   

 

De manière étonnante, nos données suggèrent encore une fois que l’Efsevin semble agir par 

un mécanisme spécifique, encore différent que lorsque l’on utilise un siRNA dirigé contre 

VDAC2. En effet, nous avons observé que lorsque l’on fait un siVDAC2, on augmente le 

priming mitochondrial et on sensibilise aux signaux apoptotiques, à la fois avec les BH3-

mimétiques, mais aussi avec le Bortezomib, le Melphalan et la Thapsigargine. Il serait 

intéressant de voir si l’Efsevin peut augmenter la mort cellulaire induite par ces molécules. 

 

Toutes ces études ont permis de mettre en évidence le rôle essentiel de VDAC2 dans 

l’apoptose mitochondriale (Yuan et al., 2021). Étant donné que VDAC2 est une des protéines 

les plus abondantes à la MOM, on s’attendrait à ce que son rôle se retrouve uniquement à la 

mitochondrie. En plus de son rôle dans l’apoptose, de nombreuses autres fonctions de VDAC2 

seraient intéressantes à étudier, surtout dans le cadre du cancer, comme dans le MM. C’est le 

cas de son rôle dans le métabolisme, qui pourrait être une perspective intéressante à 
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développer à la suite de mon projet de thèse. En effet, nous avons observé par microscopie 

confocale que les cellules VDAC2-KO ne présentent pas de modification de structure des 

mitochondries, et le réseau mitochondrial ne semble pas modifié. Nous avons vérifié la 

structure des mitochondries car une étude récente a montré que parfois, l’inhibition de VDAC2, 

un composant majeur de la MOM, pouvait affecter à la fois la morphologie de la mitochondrie 

mais aussi la concentration en ATP (Satoh et al., 2023). De nombreuses études ont montré 

que VDAC2 peut interagir avec de nombreuses protéines, comme la tubuline (Carreá et al., 

2002) ou encore l’hexokinase II (Mathupala et al., 2006). L’hexokinase II peut lier à la fois 

l’ATP et le glucose entrant, produisant le glucose-6-phosphate à un taux élevé. Ce métabolite 

critique sert alors à la fois de précurseur biosynthétique pour soutenir la prolifération cellulaire 

et de précurseur de l'acide lactique, produit par les cellules cancéreuses et créant un 

environnement défavorable pour les cellules normales. La localisation mitochondriale de 

l’hexokinase II grâce aux VDACs permet de supprimer la mort des cellules cancéreuses, 

augmentant ainsi leur possibilité de métastases (Mathupala et al., 2006). Parmi les autres 

partenaires de liaison de VDAC2, on retrouve également les céramides insérées dans la MOM 

qui permettraient, de par leur liaison à VDAC2, de jouer un rôle dans l’apoptose (Dadsena et 

al., 2019). Enfin, on retrouve aussi une interaction entre VDAC2 et STING. Cette interaction 

permet des contacts entre le RE et la mitochondrie puisque STING se trouve à la membrane 

du RE. La liaison entre ses deux protéines perturbe le contact entre le RE et les mitochondries 

pour restreindre le transfert de Ca2+ du RE vers les mitochondries pour maintenir l’homéostasie 

calcique. L’inhibition de STING entraîne alors une augmentation des taux de Ca2+ 

mitochondriaux et la production de ROS, aboutissant à une diminution de la production d’ATP 

(Zhu et al., 2022). Cela montre donc l’importance de VDAC2 dans le métabolisme et 

l’homéostasie mitochondriale, qui méritent d’être explorées dans le MM. 

 

La protéine VDAC2, en régulant l'échange de métabolites entre la mitochondrie et le cytosol, 

joue un rôle crucial dans l'apoptose en influençant notamment la stabilisation des facteurs pro-

apoptotiques à la mitochondrie. En tant que modulateur clé de la voie mitochondriale de 

l’apoptose, VDAC2 représente une cible thérapeutique prometteuse dans le traitement du 

cancer, offrant une opportunité de développer des stratégies visant à restaurer l'apoptose dans 

les cellules tumorales résistantes. 
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II) Le PROTAC DT2216 dégrade spécifiquement BCL-XL et cible efficacement 
la leucémie plasmocytaire secondaire dépendante de BCLXL pour sa survie 

 
Notre étude a permis de mettre en évidence que le DT2216, un nouveau dégradeur de BCL-

XL épargnant les plaquettes, dégrade sélectivement le BCL-XL dans les cellules de MM et de 

sPCL, mais n’induit la mort que les cellules fortement primées pour BCL-XL. La spécificité du 

DT2216 est déterminée par le recrutement de BCLXL par la VHL E3 ligase, tout comme Khan 

et ses collaborateurs l’ont montré (Khan et al., 2019).  

Nous avons donc confirmé que celle-ci est bien exprimée dans les cellules sPCL et HMCL 

analysées. Néanmoins, le niveau protéique de l’E3 ligase VHL n'est pas corrélé avec 

l'induction de la mort cellulaire par le DT2216. Ceci avait déjà été rapporté dans des lignées 

cellulaires de leucémie lymphoblastique aiguë à cellules T (Jaiswal et al., 2023). En revanche, 

les niveaux protéiques de BCL-XL sont eux fortement corrélés à la mort cellulaire induite par 

le DT2216, ce qui suggère que le niveau d'expression de la protéine BCL-XL dicte la sensibilité 

au DT2216 dans les plasmocytes tumoraux. En accord avec nos résultats, une autre étude a 

démontré que les cellules de lymphome à cellules T exprimant des niveaux élevés de BCL-XL 

étaient très sensibles au DT2216 (He et al., 2020). Cette même étude a montré que les cellules 

exprimant un taux élevé de MCL-1 étaient résistantes au DT2216, de façon similaire à nos 

résultats observés dans la lignée cellulaire de MM XG7. Ces observations suggèrent que MCL-

1 pourrait agir comme un facteur de résistance à la mort cellulaire induite par le DT2216. 

Il est important de noter que de faibles concentrations de DT2216, de l'ordre du nM, ont été 

nécessaires pour induire la mort des cellules myélomateuses par rapport aux doses élevées 

utilisées dans les cellules de tumeurs solides. En effet, Khan et ses collaborateurs ont montré 

l’efficacité du DT2216 sur des lignées de NSCLC, de cancer pancréatique ou encore de cancer 

colorectal avec des doses de l’ordre du µM (Khan et al., 2024, 2022) tout comme Jenkins et 

son équipe deux ans plus tard dans des lignées de cancer colorectal où l’ordre du µM est aussi 

utilisé pour le DT2216 (Jenkins et al., 2024). Tout comme nos résultats, dans deux études, 

de faibles doses de DT2216 ont permis de d’induire la mort des lymphomes à cellules T 

dépendants de BCL-XL in vitro et in vivo, ainsi que des cellules de leucémie lymphoblastique 

aiguë à cellules T (Jaiswal et al., 2023 ; Khan et al., 2019). La question de savoir si la 

sensibilité élevée du DT2216 pourrait être étendue à d'autres cancers hématologiques n'est 

pas encore actée. Néanmoins, il semblerait que le DT2216 soit efficace puisqu’une étude 

récente a aussi montré son efficacité dans des cellules de leucémie mégacaryoblastique aiguë 

(Gress et al., 2023).  
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Nous pouvons émettre l'hypothèse que dans les cellules sensibles au DT2216, la dégradation 

de BCL-XL pourrait déclencher la libération de ses contreparties liées, à savoir les protéines 

BH3-only et les effecteurs BAK et BAX. Ainsi, les protéines BH3-only libérées peuvent à leur 

tour activer BAK et BAX (Mode 1). Sans s'exclure mutuellement, la libération des protéines 

effectrices de BCL-XL peut également conduire à leur activation (Mode 2) (Introduction, II) e. 

2.) (Lee et al., 2016 ; O’Neill et al., 2016). L'activation concomitante de BAX et BAK observée 

sous DT2216 suggère la formation d'hétéro-complexes BAX/BAK au niveau des 

mitochondries, comme décrit précédemment dans les cellules de MM (Seiller et al., 2020). 

Enfin, la MOMP est mise en place favorisant la libération de cytochrome c, amenant au clivage 

des caspases, comme nous avons pu le voir dans la lignée NAN12, sensible au DT2216. 

L’immunoprécipitation de BCL-XL dans la lignée sensible NAN12 suggère que le Mode 1 

puisse être mis en place puisque les BH3-only comme BIM ou encore BIK, sont fortement 

associés à BCL-XL, comme PUMA qui semble faiblement associé. Ce pool important de BIK, 

lié à BCL-XL dans la lignée NAN12, est intéressant puisque cette protéine BH3-only, 

longtemps décrite comme une protéine sensibilisatrice, est maintenant considérée comme un 

activateur direct de BAX et BAK (Dai et al., 2018 ; Du et al., 2011). 

Malgré le faible nombre d'échantillons de patients inclus dans cette étude, l'identification d'un 

sous-groupe de sPCL dépendants de BCL-XL, mais pas de BCL-2, pour la survie a pleinement 

illustré l'importance de cibler BCLXL pour ces patients réfractaires en phase terminale dont 

l'issue est sombre puisqu’elle ne dépasse généralement pas l’année (Tuazon et al., 2021).  

De plus, notre analyse préliminaire d'échantillons de MO provenant de patients atteints de MM 

en rechute/réfractaire a montré que sur les 42 échantillons analysés, seuls 3 étaient sensibles 

au DT2216 (mort cellulaire ≥ 50% à 150nM), soit environ 7% des patients, suggérant qu'un 

petit groupe de patients atteints de MM en rechute/réfractaire est dépendant de BCL-XL et 

pourrait potentiellement bénéficier d'un bénéfice thérapeutique avec le DT2216. L’équipe avait 

déjà montré qu’un faible pourcentage de patients atteints de MM était dépendant uniquement 

de BCL-XL (Gomez-Bougie et al., 2018). Parmi les échantillons sensibles au vénétoclax, les 

sPCL 4 et sPCL 8 appartenaient aux groupes moléculaires CD-2 et CD-1, qui se caractérisent 

par une surexpression de CCND1 et la présence de t(11;14) (Zhan et al., 2006). En effet, 

plusieurs études ont démontré l'utilisation clinique potentielle du vénétoclax chez les patients 

atteints de MM présentant une t(11;14) (Bodet et al., 2011 ; Kumar et al., 2017 ; Touzeau et 

al., 2016). En outre, la probabilité d'une réponse clinique était associée à des ratios élevés 

d'ARNm BCL2/MCL1 et BCL2/BCL2L1. Par conséquent, nous avons confirmé le rôle de MCL-

1 en tant que facteur de résistance à la réponse au vénétoclax dans notre cohorte de sPCL. Il 

est intéressant de noter que nos résultats suggèrent que, dans les sPCL, MCL-1 pourrait 

également jouer un rôle dans la résistance au ciblage de BCL-XL. Il convient de noter que le 
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gène codant pour MCL-1 est situé en 1q21, région fréquemment amplifiée dans le MM 

(Barwick et al., 2019b). L’amplification de MCL-1 est aussi très fréquente dans de nombreux 

cancers, autant dans les cancers solides qu’hématologiques (Mittal et al., 2021).  

L’équipe a précédemment montrer que le ciblage combiné de BCL-2 et MCL-1 avec des BH3-

mimétiques était efficace dans le MM (Seiller et al., 2020). Cela nous suggère que combiner 

le DT2216 avec d’autres molécules ciblant les autres protéines anti-apoptotiques permettrait 

de cibler les patients à la fois dépendants de BCL-XL ou de MCL-1 par exemple. Si l’utilisation 

de BH3-mimétique ciblant BCL-XL était mis de côté pour cause de thrombocytopénie, c’est 

aussi le cas pour les BH3-mimétiques ciblant MCL-1, qui causent des problèmes 

cardiotoxiques. De ce fait, de nouvelles molécules pourraient être envisagées, comme la 

technologie PROTAC, dont nous avons montré l’efficacité pour BCL-XL dans les sPCL. 

Certaines molécules récentes, comme le BRD-810, semblent très encourageantes puisqu’elle 

permet l’inhibition de MCL-1 sans causer de dommages aux cardiomyocytes (Rauh et al., 

2024). Ceci suggère que, si un groupe de patients peut bénéficier de l’utilisation du PROTAC 

ciblant BCL-XL, une combinaison avec des molécules ciblant les autres protéines anti-

apoptotiques, comme par exemple le vénétoclax ciblant BCL-2, peut être une bonne 

opportunité thérapeutique, tant dans les PCL que le MM. 

Des études antérieures ayant démontré que l'évaluation fonctionnelle de la sensibilité au 

vénétoclax permettait de prédire la réponse clinique (Matulis et al., 2019), nous pouvons 

penser que l'évaluation fonctionnelle de la sensibilité au DT2216 pourrait également permettre 

de prédire la réponse clinique des sPCL au DT2216. D'après nos résultats, nous pensons que 

ces tests ex vivo, simples et rapides à analyser par cytométrie en flux après 48 heures de 

traitement avec le DT2216, seront essentiels pour une approche personnalisée et feront le lien 

entre les données génétiques d'un individu et leur application en clinique pour chaque patient. 

Même si les sPCL dépendants de BCL-XL restent un petit groupe de patients, le DT2216 

apparaît comme une arme supplémentaire qui mérite une évaluation clinique dans cette 

pathologie. Outre l'intérêt du DT2216 pour cibler les cellules cancéreuses qui dépendent de 

BCL-XL pour leur survie, il a été récemment montré que le DT2216 pouvait améliorer 

l'immunothérapie du cancer en éliminant les cellules T régulatrices (Kolb et al., 2021). Ainsi, 

l'étude de Kolb et ses collègues élargit l'utilisation potentielle du dégradeur de BCL-XL, qui fait 

déjà l'objet d'essais cliniques (NCT04886622).  
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Suite à la publication de notre article, trois autres études ont rapidement émergé, évaluant 

l'efficacité du DT2216 dans le traitement de trois autres types de cancers. Une première étude 

a permis de mettre en évidence que des cellules de leucémie mégacaryoblastique aiguë sont 

sensibles à l'inhibition de la protéine BCL-XL par le navitoclax mais aussi par le DT2216. Ses 

deux molécules, en association avec une faible dose de cytarabine, ont permis de réduire de 

manière significative la charge leucémique in vivo, chez les souris, montrant que BCL-XL est 

une vulnérabilité thérapeutique à cibler dans ce cancer (Gress et al., 2023). Une deuxième 

étude a montré l’efficacité du DT2216 dans le cancer colorectal métastatique BRAFV600E. Ce 

cancer, qui présente une mutation de BRAF, est de très mauvais pronostic. Les chercheurs 

ont évalué l’efficacité de l’encorafenib, un inhibiteur de BRAFV600E, en combinaison avec le 

DT2216 afin de cibler la protéine BCL-XL qui semble être fortement exprimée dans ce cancer. 

Cette combinaison augmente de manière significative l’apoptose dans les lignées cellulaires 

testées, et pourrait amener à d’autres études, et notamment des essais cliniques sur cette 

combinaison qui pourrait être tolérée par les patients (Jenkins et al., 2024). Enfin, l’équipe de 

Khan, ayant déjà montré l’efficacité du DT2216 dans une précédente étude, a permis de 

montrer que la combinaison entre le DT2216 et le Vénétoclax est efficace aussi bien in vitro 

qu’in vivo dans le NSCLC. Cela a permis le développement d’une molécule dégradant à la fois 

BCL-2 et BCL-XL, le 753b, montrant une excellente efficacité tout en s’affranchissant de la 

thrombocytopénie, comme le DT2216 (Khan et al., 2024). 

Ainsi, ces trois études font suite à notre étude et celles d’autres équipes et démontrent 

l’importance du ciblage de BCL-XL dans les cancers, à conditions qu’ils soient dépendants de 

BCL-XL. D’ailleurs, l’étude de phase 1 sur l’utilisation du DT2216 est toujours en cours à la 

fois dans des cancers hématologiques et des cancers solides (NCT04886622). 
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Résumé :    Le Myélome Multiple (MM) est une 
hémopathie maligne rare où des plasmocytes 
tumoraux envahissent la moelle osseuse. Malgré 
les avancées thérapeutiques, les patients 
rechutent, notamment par échappement à 
l’apoptose. Ce travail vise à comprendre le 
mécanisme de mort cellulaire mis en place par 
VDAC2, qui appartient à la famille des canaux 
mitochondriaux voltage-dépendants avec 
VDAC1 et VDAC3. Les 3 VDACs sont exprimés 
de manière hétérogène dans le MM. Une faible 
expression de VDAC2 est associée à une survie 
globale défavorable dans 764 échantillons d’une 
cohorte de MM. De plus, l'expression de VDAC2 
et de BAK est corrélée au niveau ARN et 
protéique. VDAC2 est crucial pour la stabilité 
protéique et la fonction de BAK, mais pas pour 
celle de BAX. Nous avons démontré que 
l’extinction de VDAC2 par CRISPR/Cas9 dans 2 
lignées cellulaires de MM entraîne la dégradation 
de BAK par les voies du protéasome et du 
lysosome, ce qui abolit le priming mitochondrial. 

Inversement, l'inhibition transitoire de VDAC2, 
tout en maintenant les niveaux de protéine 
BAK, a augmenté le priming mitochondrial, a 
induit l'activation de BAK et a renforcé la mort 
cellulaire induite par des BH3-mimétiques 
ciblant MCL-1 (S63845) ou ciblant BCL-2 
(vénétoclax) dans les cellules de MM. 
L’utilisation de l’Efsevin, un modulateur de 
VDAC2, synergise avec le S63845 et le 
vénétoclax dans les lignées et des échantillons 
primaires, représentant une cible thérapeutique 
potentielle.  
Enfin, la Leucémie à Plasmocytes secondaire 
(sPCL) est une forme rare de MM présentant 
peu d’options thérapeutiques. Nous avons 
démontré l’efficacité du DT2216, PROTAC 
ciblant la protéine BCL-XL sans induire de 
thrombocytopénie, dans des HMCLs et 
échantillons primaires dépendants de BCL-XL, 
qui active les effecteurs BAK et BAX et permet 
le relargage de cytochrome c, ce qui déclenche 
l'apoptose. 
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Abstract :   Multiple Myeloma (MM) is a rare 
malignant hematological disorder where tumor 
plasma cells invade the bone marrow. Despite 
therapeutic advancements, patients experience 
relapses, particularly due to escape from 
apoptosis. This work aims to understand the 
mechanism of cell death mediated by VDAC2, 
which belongs to the family of voltage-
dependent mitochondrial channels along with 
VDAC1 and VDAC3. The three VDACs are 
expressed heterogeneously in MM. Low 
expression of VDAC2 is associated with 
unfavorable overall survival in 764 samples 
from an MM cohort. Furthermore, the 
expression of VDAC2 and BAK is correlated at 
both RNA and protein levels. VDAC2 is crucial 
for protein stability and BAK function, but not for 
BAX.  We demonstrated that the knockout of 
VDAC2 using CRISPR/Cas9 in two MM cell 
lines leads to the degradation of BAK via 
proteasomal and lysosomal pathways, 
abolishing mitochondrial priming.  

Conversely, transient inhibition of VDAC2, while 
maintaining BAK protein levels, increased 
mitochondrial priming, induced BAK activation, 
and enhanced cell death triggered by BH3 
mimetics targeting MCL-1 (S63845) or BCL-2 
(venetoclax) in MM cells. The use of Efsevin, a 
VDAC2 modulator, synergizes with S63845 and 
venetoclax in cell lines and primary samples, 
representing a potential therapeutic target.  
 
Lastly, secondary Plasma Cell Leukemia 
(sPCL) is a rare form of MM with limited 
treatment options. We have demonstrated the 
efficacy of DT2216, a PROTAC targeting BCL-
XL protein without inducing thrombocytopenia, 
in BCL-XL-dependent HMCLs and primary 
samples, which activates BAK and BAX 
effectors and triggers apoptosis. 
 
 
 
 
 


