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faire une thèse est un passage « atypique » dans une vie et que, d’autre part, une thèse est loin voire 
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ton regard sur le monde cinématographique. Ce film ne s’étant pas fait en un an, je tiens également à 
remercier le réalisateur adjoint qui est arrivé dans l’équipe cette dernière année. David Fincher, Pedro 
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Enfin, un petit arrêt sur image sur les seconds rôles ayant relevé ce film encore plus haut. Une pensée 
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RREESSUUMMEE  

Découverts il y a maintenant plus d’un demi-siècle pour les Vinca-alcaloïdes ou 

quelques décennies pour les Taxanes, les premiers résultats antinéoplasiques obtenus alors 

avec ces composés avaient déclenché un véritable engouement sans précédent. De nos jours, 

les MTA sont administrés dans de nombreuses pathologiques cancéreuses (cancers solides et 

hémopathies malignes) tant chez l’adulte que dans la population pédiatrique reflétant ainsi 

leur grande efficacité anti-tumorale. Cependant, leur utilisation se voit limitée pour deux 

raisons : (i) l’apparition d’effets indésirables et, (ii) l’émergence de cellules tumorales 

résistantes au traitement. Pour palier ces problèmes, les MTA font l’objet de nombreux 

travaux tant en recherche fondamentale qu’en recherche translationnelle et clinique faisant 

ainsi de ces composés des médicaments toujours dans l’ère du temps.  

L’objectif principal des travaux présentés dans ce manuscrit repose sur l’étude du 

mécanisme d’action des MTA afin d’optimiser, par la suite, leur administration. Dans une 

première partie s’inscrivant dans le domaine de la recherche fondamentale, nous avons 

caractérisé les mécanismes moléculaires à l’origine de l’efficacité anticancéreuse de ces 

agents. En effet, nous avons mis en lumière l’existence d’un pont signalétique entre les 

mitochondries et les microtubules révélant le rôle crucial de la voie de signalisation 

Akt/GSKγȕ dans cette communication intracellulaire. Fort de ces résultats fournissant un 

rationnel mécanistique aux stratégies thérapeutiques associant les MTA aux thérapies ciblées 

anti-Akt, nous avons alors mené une étude oncopharmacologique sur ces associations. Nous 

démontrons ici que l’association MTA/anti-Akt est fortement synergique dans de nombreuses 

lignées cellulaires cancéreuses humaines. Par la suite, une étude approfondie sur le cancer du 

poumon a confirmé cette synergie in vitro et in vivo. D’un point de vue mécanistique, de 

façon intéressante, nos résultats ont mis en lumière l’impact de ces associations sur le 

métabolisme énergétique cellulaire, défini au cours de ces dernières années comme un 

élément clef pour cibler les cellules cancéreuses.  

Mieux comprendre le mécanisme d’action des MTA, afin de proposer de nouvelles 

stratégies thérapeutiques aux cliniciens était l’objectif principal de cette thèse. Les résultats 

obtenus ici ouvrent ainsi la voie de l’association de ces agents avec les thérapies ciblées anti-

Akt. Ainsi, l’ensemble des données obtenues au cours de ces travaux démontre l’intérêt de 

l’utilisation des MTA dans le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques. 
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LLIISSTTEE  DDEESS  AABBRREEVVIIAATTIIOONNSS  

+TIP   microtubule + end TrackIng Protein  
-TIP    microtubule minus-end targeting proteins 
α-TAT1/2 :  α-Tubulin AcetylTransferase 1/2 
Ȗ-TuRC :  Ȗ-Tubulin Ring Complex 
Ȗ-TuSC :  Ȗ-Tubulin Small Complex 
2-DG :   2-DésoxyGlucose 
3-BrPA :  3-BRomoPyruvAte 
 

A 
AAA :   ATPases Associated with a number of cellular Activities 
ABC :   ATP-binding cassette 
ADC :   Antibody-drug conjugate 
ADNmt :   Acide DésoxyRibonucléique mitochondrial 
AIF :   Apoptosis-Inducing Factor 
Akt :   v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 
ALK :   Anaplastic Lymphoma Kinase 
AMM :  Autorisation de Mise sur le Marché 
AMPK :  AMP-Activated Protein Kinase 
ANT :   Adenine Nucleotide Translocator 
Apaf-1 :  Apoptosis protease-activating Factor 1 
APC :   Adenomatous Polyposis Coli 
Apo2/TRAIL : Apo-2 ligans/Tumor necrosis factor related apoptosis-Inducing Ligand 
ARN :   Acide RiboNucléique 
ARNm :  Acide RiboNucléique messager 
ADP :   Adénine DiPhosphate 
AS160 :  Akt Susbtrate of 160 kDa 
ATP :    Adénine TriPhosphate 
 

B 
Bad :   Bcl-2 Associated Death promoter 
Bak :   Bcl-2 homologous antagonist-killer 
Bax :   Bcl-2-associated X protein 
Bcl-2 :   B-Cell Lymphoma 2 
Bcl-xl :  B-Cell Lymphoma-eXtra Large 
BDNF :  Brain-Derived Neurotrophic Factor 
BH3 :   Bcl-2 Homology domain 3 
Bid :   BH3 Interacting-domain Death agonist 
Bim :   Bcl-2 Interacting Mediator of cell death 
BRAF :  v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1 
 

C 
CAP-Gly :  Cytoskeleton-Associated Proteins Glycine-rich 
CCP :   CarboxyPeptidase Cytosolique 



!



7 
 

Cdk :    Cycline-Dependent Kinase 
CH :   Calponin Homology 
CIPN :   Neuropathies Périphériques Induites par la Chimiothérapie 
CLASP :   Cytoplasmic Linker ASsociated Protein 
CLIP-170 :  Cytoplasmic Linker Protein-170 
CREB :  cAMP-Response Element Binding proteins 
CTLA-4 :   Cytotoxic T-lymphocyte antigen-4 
CYLD :  Cylindromatosis 
 

D 
DCA :    Dichloroacétate 
DCX :   Doublecortine  
DISC :   Death Inducing Signaling Complex 
DLT :   Dose limite de toxicité 
Drp1 :   Dynamine-related protein 1 
Dyrk1A :  Dual-specificity tyrosine(Y)-phosphorylation-regulated kinase 1A 
 

E 
E3 TTC3 :  TetraTriCopeptide repeat domain 3 
EB :   End Binding 
EBH :    End Binding Homology 
ECAR :  ExtraCellular Acidification Rate 
EGF :   Epidermal Growth Factor 
EGF-R :  Epidermal Growth Factor Receptor 
eNOS :  Endothelial Nitric Oxide Synthase 
Erk :   Extracellular signal-regulated kinase 
 

F 
FAD :   Flavine Adénine Dinucléotide 
FASL :  Fas Ligand 
FDA :   Food and Drug Administration 
Fis1 :   mitochondrial FISsion 1 protein 
FOXO :  FOrkhead boX, class O 
 

G 
GDP :   Guanosine DiPhospate 
GFP :   Green Fluorescent Protein 
GLUT :  Glucose transporter 
GPx :   Glutathione Peroxidase  
GRx :   Gluthatione Réductase 
GSK3ȕ :  Glycogen Synthase Kinase-3 ȕ 
GTP :   Guanosine TriPhosphate 
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H 
H2O2 :   Peroxyde d’hydrogène 
HDAC6 :  Histone DeACetylase family member 6 
HER2 :  Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 
HIF-1α :  Hypoxia-Inducible Factor 1α 
Hsp90 :  Heat shock protein 90 
HUVEC :  Human Umbilical Vein Endotheliel Cells 
HXK :   Hexokinase 
 

I 
IAP :   Inhibitor Apoptosis Proteins 
IgE/IgG :   ImmunoGlobulines E/G 
IGF-I :   Insulin-like Growth Factor-I 
IKKα :   Inhibitor of KB Kinase α 
 

J 
JNK :   c-Jun-N-terminal Kinase 
 

K 
KO :   Knock-Out 
 

L 
LDH :   Lactate Déshydrogénase 
LLA Ph(-) :  Leucémie Lymphoïde Aigüe à chromosome Philadelphia négatif 
 

M 
MACF:  Microtubule Actin Crosslinking Factor  
MAP :   Microtubule-Associated Proteins 
MAPK :  Mitogen-Activated Proteins homolog 
MARK :  Microtubules Affinity Regulating Kinase 
MCAK :  Mitotic Centromere-Associated kinesin 
Mcl-1 :  Myeloïd Cell Leukemia-1 
MDM2 :  Murine Double Minute 2 
MDR :   MultiDrug Resistance 
MID :   MItochondrial Disorders 
Mff :   Mitochondrial Fission Factor 
MFN1/2 :   Mitofusines ½ 
MOMP :  Mitochondrial Outer Membrane Permeabilisation 
MPT :   Modifications Post-Traductionnelles 
MPT :   Mitochondrial Permability Transition 
MRP :   Multidrug Resistance-associated Proteins 
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MTA :   Microtubule-Targeting Agents 
MTD :   Dose Maximale Tolérée 
MTOC :  Microtubule Organizing Center 
Mtorc1 :  Mammalian Target Of Rapamycin Complex 1 
 

N 
NAD :    Nicotinamide Adénine Dinucléotide 
NF-κB :  Nuclear Factor Kappa B 
NFAT :  Nuclear Factor of Activated T cells 
NLS :   Nuclear Localization Sequence 
NO :   Nitric Oxyde 
NSCLC :  Non Small Cell Lung Cancer 
 

O 
O2

.-   Anion superoxyde 
OCR :   Oxygen Consumption Rate 
OH. :    Radicaux hydroxyles 
ONOO- :   Peroxynitrite 
OPA1 :  OPtic Atrophy 1  
OXPHOS :  phosphorylation oxidative 
 

P 
p38MAPK :   protein 38 Mitogen Activated Protein Kinase 
PDGF :  Platelet-Derived Growth Factor 
PDK1 :  Phosphatidyl inositol Dependant Kinase 1 
PDK :   Pyruvate Déshydrogénase Kinase 
PD-1/PD-L1 :  Programmed cell death 1 et son ligand 
PET-scan :  Tomographie par Emission de Positons 
P-gp :   P-glycoproteine 
PHF :   Paired Helical Filaments 
PHLDA3 :  Pleckstrin Homology-Like Domain family A member 3 
PHLPP :  Pleckstrin Homology domain and Leucine rich repeat Protein Phosphatase 
PI3K :   PhosphtidylInositol 3 Kinase 
Pin1 :   Peptidyl-prolyl cis/trans Isomerase 1 
PIP2 :    (3, 4) diphosphate 
PIP3 :   (3, 4, 5) triphosphate 
PKB :   Protéines Kinases B 
PKC :   Protéines Kinases C 
PP2A :   Protein Phosphatase 2A 
PRAS40 :  Proline-Rich Akt Substrate of 40 kDa 
PS :    PhosphatidylSerine 
PTEN :  Phosphatase and TENsin homolog deleted on chromosome 10 
PTP :   Pore de Transition de Perméabilité 
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R 
Ras :   Rat Sarcoma 
RNS :   Reactive Nitric Species 
ROS :   Reactive Oxygen Species 
RTK :   Récepteur Tyrosine Kinase 

S 
Sirt2 :   Sirtuin type 2 
SLA :   Sclérose Latérale Amyotrophique 
Smac/Diablo :  Second Mitochondrial Activator of Caspases/Direct IAP Binding protein of LOw PI 

SOD :   SuperOxydes Dismutases 
STE :   Système de Transport des Electrons 
STIM1 :  STromal Interaction Molecule 1  
STOP :  Stable Tubule Only Peptide 
STTP :   Stéaryl TriPhosPhonium 
SUMO1 :   Small Ubiquitin MOdifier 1 
 

T 
TCP :   Tubuline CarboxyPeptidase 
TTL :   Tubuline Tyrosine Ligase 
TTLL :  Tubuline Tyrosine Ligase-Like 
TNF :   Tumor Necrosis Factor 
TOG :   Tumor Overexpressed Gene 
TRAF6 :  TNF Receptor-Associated Factor 6 
TUNEL :  Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick End Labeling 
 

V 
VDAC :   Voltage Dependant Anion Channel 
VEGF :  Vascular Endothelial Growth Factor 
VEGF-R :   Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 
VSLI :   Vincristine Sulfate Liposome Injection 
 

X 
XIAP :   X-linked Inhibitor of Apoptosis Protein  
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Figure 1 : Représentation des éléments constituant le cytosquelette d’une cellule. 
(a) réseau microtubulaire composé de l’association de dimères de tubuline ; (b) filaments d’actine 

formés par polymérisation d’homopolymères d’actine ; (c) filaments intermédiaires composés de 

protéines fibrillaires et (d) complexe de septines formé par l’association de petites protéines 
GTPasiques (Adaptatiton du website Scitable by nature education et Mostowy and Cossart, 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 2 : Structure et organisation des microtubules. 
(a) : représentation du dimère de tubuline α/β et de son assemblage longitudinal en protofilament ; (b) 

association latérale de 13 protofilaments aboutissant à la formation du microtubule, tube creux de 25 

nm de diamètre et (c) structure polarisée dans laquelle les sous-unités β sont localisées à l’extrémité 
(+) et les sous-unités α à l’extrémité (-) (Adaptation Akhmanova and Steinmetz, 2008). 
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CCHHAAPPIITTRREE  11  

  

DDEE  LLAA  TTUUBBUULLIINNEE  AAUUXX  FFOONNCCTTIIOONNSS  MMIICCRROOTTUUBBUULLAAIIRREESS  ::  

PPRREESSEENNTTAATTIIOONN  DDEE  LLAA  CCIIBBLLEE  HHIISSTTOORRIIQQUUEE  DDEESS  AAGGEENNTTSS  

AANNTTII--MMIICCRROOTTUUBBUULLEESS  
 

Le cytosquelette des cellules eucaryotes est constitué d’un réseau complexe de polymères 

biologiques composés de trois structures distinctes principales : les filaments intermédiaires, 

les microfilaments d’actine et les microtubules et, d’une quatrième structure : les septines 

considérée désormais comme un constituant à part entière du cytosquelette (Figure 1 ; 

Mostowy and Cossart, 2012). Contrairement à ce que son appellation sous-entendrait, le 

cytosquelette est une structure hautement dynamique où tous ses composants sont renouvelés 

perpétuellement par polymérisation. Représentant un acteur principal de mes travaux de 

thèse, je vais, au cours de ce premier chapitre, présenter le cytosquelette microtubulaire de 

sa constitution et ses propriétés intrinsèques jusqu’à ses multiples fonctions et son rôle en 

oncopharmacologie. 

1. Edification du réseau microtubulaire 

1.1.  La tubuline : unité de base aux multiples identités 

Pièces maîtresses des microtubules, les tubulines α et ȕ sont deux protéines globulaires acides 

d’environ 50 kDa chacune, présentant plus de 40 % d’homologie de séquence entre elles. Ces 

protéines s’organisent spontanément avec la participation de cofacteurs tels que le GTP sous 

la forme d’un hétérodimère α/ȕ (Nogales, 2000). L’assemblage de ces hétérodimères de 

tubuline forme, dans un premier temps, un protofilament correspondant ainsi à un polymère 

de tubuline. Par la suite, l’association de treize protofilaments parallèles entre eux va aboutir à 

une structure cylindrique creuse de 25 nm de diamètre dénommée microtubule. En raison de 

l’agencement régulier et ordonné des deux sous-unités α et ȕ, les microtubules possèdent une 

polarité structurale de façon intrinsèque. Cette asymétrie de structure est apparente à 

chaque extrémité exposant, d’une part des sous-unités de tubuline α liées au GDP appelée 

extrémité (-) ancrée au niveau des centres organisateurs et, d’autre part des sous-unités de 

tubuline ȕ liées au GTP définie comme extrémité (+) orientée vers la périphérie cellulaire 

(Figure 2 ; Akhmanova and Steinmetz, 2008).  
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Les microtubules sont capables d’adapter leur structure leur permettant de jouer un rôle 

important dans de nombreuses fonctions cellulaires variées. Deux mécanismes principaux 

portant sur la tubuline génèrent cette grande diversité structurale. Tout d’abord, 

l’hétérogénéité de la superfamille des tubulines est la résultante de l’existence d’isotypes de 

tubuline dont le nombre varie selon la sous-unité et l’espèce étudiée (Ludueña, 1998). Chaque 

isotype semblerait posséder ses propres fonctions. Cette hypothèse est notamment soutenue 

par le fait que plusieurs isotypes soient spécifiquement exprimés dans certaines cellules et que 

l’expression de ces isotypes puisse changer au cours du développement (Denoulet et al., 1986; 

Lewis et al., 1987). Chez l’homme, huit gènes α et sept gènes ȕ ont été mis en évidence. Très 

conservées, les séquences des isotypes de tubuline α et ȕ présentent de fortes homologies mais 

une variabilité importante est toutefois rencontrée pour les isotypes ȕ qui se distinguent 

essentiellement par leurs vingt derniers résidus de l’extrémité C-terminale (Verdier-Pinard et 

al., 2009). Plusieurs isotypes ont une expression ubiquitaire comme par exemple les isotypes 

ȕI ou ȕIVb tandis que certains vont avoir une expression tissus-dépendante : isotype α1 dans 

le cerveau, αγ dans les testicules ou encore ȕIII au niveau des cellules neuronales et gliales 

(Khodiyar et al., 2007; Leandro-García et al., 2010; Ludueña, 2013). Toutes les combinaisons 

isotypiques étant possibles, cela laisse imaginer la grande diversité de structure du réseau 

microtubulaire. Nous verrons par la suite que, d’un point de vue fonctionnel, la nature de 

l’isotype n’est pas sans conséquence dans la réponse aux traitements anticancéreux (cf. 

chapitre 1 4.3.1).  

En parallèle, la tubuline est particulièrement sujette aux modifications post-traductionnelles 

(MPT) concourant à nouveau à sa grande diversité de structure au sein de la cellule. La 

plupart de ces MPT a lieu au niveau du domaine C-terminal de la tubuline situé sur la face 

externe des microtubules. Il est intéressant de noter que ce domaine C-terminal est également 

le siège de la variabilité des séquences entre les différents isotypes (Sullivan, 1988). D’un 

point de vue technique, l’émergence de nouvelles méthodes d’analyse ces dernières années 

telles que la spectrométrie de masse a permis la caractérisation des différentes MPT subies par 

la tubuline (Calligaris et al., 2010; Miller et al., 2010). A ce jour, la plus décrite dans la 

littérature est l’acétylation de la lysine 40 (K40) en position N-terminale de l’α-tubuline 

découverte dès 1985 (L’Hernault and Rosenbaum, 1985). Cette MPT a pour particularité 

d’être retrouvée dans la lumière du microtubule laissant supposer que son rôle dans la 

régulation des protéines motrices ou dans le trafic intracellulaire mette en jeu des mécanismes 

indirects (Godena et al., 2014; Walter et al., 2012). Elle est généralement corrélée à un 

enrichissement de la cellule en microtubules stabilisés et facilite l’assemblage des 



 

 
 

Figure 3 : Représentation schématique des principales MPT de la tubuline (Janke et al., 2014). 
a : Les sous-unités α et β de la tubuline sont soumises à des acétylations. Celle du résidu lysine 40 

(K40) sur la sous-unité α est la plus décrite et est corrélée à une population microtubulaire stabilisée. 

 

b : La tubuline peut être soumise à des phénomènes de phosphorylation. La tubuline phosphorylée sur 

le résidu S172 de la β-tubuline entraîne une perturbation des fonctions microtubulaires puisqu’elle ne 
peut plus s’incorporer au cours de la polymérisation. 

 

c : La polyamination est un phénomène irréversible provoquant la stabilisation des microtubules. 

 

d : Cycle de détyrosination/(re)tyrosination sur la sous-unité α. Phénomène réversible, la forme 
détyrosinée entraîne une stabilisation des microtubules. En revanche, un 2

nd
 clivage peut-être effectué 

aboutissant à une forme de tubuline dénommée Δ2 qui ne peut alors être retyrosinée. 
 

e et f : Polyglutamylation et polyglycylation s’effectuent à la fois sur les sous-unités α et β et sont 
toujours des phénomènes réversibles. 
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microtubules (Cueva et al., 2012). Cependant, l’impact de cette MPT sur la stabilisation des 

microtubules reste encore controversé puisque de récentes découvertes font de l’acétylation de 

la tubuline un mauvais candidat pour stabiliser les microtubules (Pilon and Poüs, 2013). Un 

autre exemple de MPT subie par la tubuline est le phénomène réversible de 

détyrosination/(re)tyrosination de l’extrémité C-terminale de l’α-tubuline représentant la 

première MPT découverte (Arce et al., 1975). Il est clairement établi de nos jours que la 

forme détyrosinée de l’α-tubuline est associée à des microtubules plus stables et de demi-vie 

plus importante (Barra et al., 1988; Gundersen et al., 1987) et que cette MPT joue un rôle 

important dans le recrutement d’autres protéines associées aux microtubules qui reconnaissent 

spécifiquement la forme tyrosinée (Bieling et al., 2008; Peris et al., 2006). Dernièrement, le 

rôle de la tubuline détyrosinée a également été mis en lumière dans l’alignement des 

chromosomes au cours du processus mitotique (Barisic et al., 2015). Deux revues parues 

récemment effectuent un bel historique des découvertes des MPT subies par la tubuline 

(Garnham and Roll-Mecak, 2012; Janke, 2014 ; Figure 3).  

A noter qu’en parallèle de ces isotypes et MPT, des cas de mutations ont été retrouvés au 

niveau de la tubuline accentuant à nouveau cette diversité. Par exemple, il a été décrit la 

mutation sur le résidu β6 de l’isotype ȕI de tubuline où l’acide aspartique est substitué par 

l’acide glutamique (Hari et al., 2006). Concernant la sous-unité α de la tubuline, peu d’études 

ont été réalisées en comparaison de la sous-unité ȕ. Des cas de mutations ont tout de même 

été découverts (Yin et al., 2013) comme la substitution de la serine en position 379 par un 

résidu arginine conférant alors une plus grande stabilité du réseau microtubulaire (Martello et 

al., 2003).  

Au sein de la cellule, la tubuline est donc retrouvée sous de multiples apparences contribuant 

à ce qui est dénommé « code de la tubuline » qui régule ainsi l’édification du réseau 

microtubulaire et à terme coordonne ses fonctions complexes. 

1.2. Le GTP : protagoniste de la polymérisation microtubulaire 

En plus des sous-unités α et ȕ de tubuline, un autre élément indispensable à la polymérisation 

des microtubules est la molécule de GTP. Celle liée à la tubuline α ne peut être ni échangée 

ni hydrolysée contrairement à celle fixant la sous-unité ȕ qui va pouvoir être hydrolysée en 

GDP ou échangée lorsque le dimère de tubuline se retrouve sous forme libre en solution 

(Mitchison, 1993). Au cours de la polymérisation des microtubules, les dimères de tubuline-

GTP s’incorporent avant l’hydrolyse du GTP en GDP de la tubuline ȕ. Cette hydrolyse du 

GTP intervenant après un délai, l’extrémité des microtubules est alors recouverte par une 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 4 : Représentation schématique de l’association de dimères de tubuline-GTP  
ou de dimères de tubuline-GDP. 

Les microtubules composés de dimères de tubuline GDP possèdent une conformation incurvée 

instable (panel du bas) provoquant rapidement la dépolymérisation des microtubules. L’incorporation 
de la tubuline aux extrémités (+) s’effectuent avec des dimères de tubuline couplés au GTP. 

L’hydrolyse du GTP n’étant pas immédiate cela crée une « coiffe » de tubuline-GTP de conformation 

droite (panel du haut) permettant ainsi de stabiliser les microtubules et d’empêcher leur 
dépolymérisation (Horio and Murata, 2014). 
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coiffe de tubuline-GTP également appelée « GTP-cap » facilitant la polymérisation des 

microtubules. Une fois hydrolysée, un changement de conformation du dimère de tubuline est 

observé (Carlier et al., 1989; Pantaloni and Carlier, 1986). En effet, les dimères liés au GTP 

possèdent une conformation droite tandis que les dimères fixés au GDP possèdent une 

conformation incurvée (Figure 4; Horio and Murata, 2014; Kueh and Mitchison, 2009). Le 

corps du microtubule, majoritairement constitué de dimères de tubuline GDP, est alors 

maintenu dans une forme droite par la présence de la coiffe GTP. Cette dernière protège de la 

dépolymérisation des microtubules en formant une structure stabilisatrice. En effet, il a été 

démontré que la perte de cette coiffe par hydrolyse du GTP induit rapidement la 

dépolymérisation du microtubule (Nogales and Wang, 2006; Panda et al., 2002) en 

provoquant notamment un relâchement des contraintes exercées par cette coiffe entre les 

différents protofilaments (Kueh and Mitchison, 2009). Cependant, tel qu’il est décrit, le 

modèle de la GTP-cap ne fait pas un consensus général. En effet, récemment, les travaux d’O. 

Valiron ont démontré que les dimères de tubuline-GDP étaient capables de s’incorporer lors 

de la polymérisation des microtubules modifiant alors le réseau microtubulaire qui devient 

ainsi plus stable (Valiron et al., 2010). Ces données suggèrent un fort lien entre l’hydrolyse du 

GTP et la stabilisation des microtubules. Par ailleurs, A. Dimitrov a généré en 2008 un 

anticorps reconnaissant spécifiquement la tubuline GTP. L’utilisation de cet anticorps a 

démontré l’existence de points localisés aléatoirement le long des microtubules, appelés îlots 

de tubuline GTP qui permettraient aux microtubules d’amorcer leur polymérisation (Dimitrov 

et al., 2008). De plus, une étude in vitro utilisant un analogue du GTP s’hydrolysant très 

lentement : le GMPCPP a permis de confirmer le rôle de ces îlots dans la polymérisation 

microtubulaire (Tropini et al., 2012). 

Bien loin d’être une structure rigide, le réseau microtubulaire est hautement dynamique, 

organisé en un réseau modulable alternant les phases de : nucléation, assemblage, 

désassemblage ou stabilisation le tout à des échelles de temps allant de quelques secondes à 

quelques minutes. Ainsi, les microtubules vont pouvoir rapidement modifier leur 

organisation en réponse aux besoins de la cellule. Ce sont ces propriétés dynamiques, 

finement régulées au sein de la cellule, qui seront à l’origine de leurs nombreuses fonctions 

cellulaires. 



 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 5 : Représentation de l’assemblage des microtubules in vitro par suivi turbidimétrique. 
La réaction de polymérisation des microtubules par suivi turbidimétrique met en évidence 3 phases 

distinctes : une période de nucléation lente, une phase d’élongation suivie d’une phase stationnaire. Le 
désassemblage ou la dépolymérisation des microtubules peut être observé expérimentalement par 

ajouts de facteurs extérieurs ou par modifications des conditions environnementales favorisant ce 

phénomène comme par exemple une diminution de la température ou encore l’incorporation à la 
solution de composés tels que la colchicine (Valiron et al., 2010). 
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2. Le réseau microtubulaire : structure dynamique, finement régulée 

L’assemblage des microtubules in vitro sur tubuline purifiée se décompose classiquement en 

trois phases : la phase de nucléation, d’élongation et la phase stationnaire (Kirschner and 

Williams, 1974 ; Figure 5). En réalité, en phase stationnaire, les microtubules sont loin d’être 

des structures stables mais sont plutôt en équilibre instable. A l’origine des nombreuses 

avancées dans la compréhension des propriétés dynamiques des microtubules, la 

vidéomicroscopie est devenue, de nos jours, la méthode standard d’analyse microtubulaire 

(Honore and Braguer, 2011). D’un point de vue technique, les microtubules pourront être 

étudiés sur cellules vivantes après micro-injection de protéines marquées (type rhodamine) ou 

après transfection avec un plasmide codant une protéine fluorescente (type GFP). Ces 

dernières années, une famille de protéines particulières : les +TIP (+ end tracking proteins) va 

se révéler être un formidable outil d’analyse de la dynamique des microtubules de part sa 

localisation idéale à l’extrémité (+) des microtubules. Dans ce contexte, des logiciels 

d’analyse qualitative et quantitative ont vu le jour permettant d’automatiser les mesures de la 

dynamique microtubulaire (Applegate et al., 2011; Matov et al., 2010). Cette avancée 

technologique, nous a ainsi permis de mieux déchiffrer le comportement dynamique des 

microtubules in cellulo.  

2.1. Propriétés dynamiques des microtubules 

Alors que les microtubules peuvent croitre par leurs deux extrémités dans les systèmes in 

vitro, la nucléation dans les cellules de mammifères se fait généralement à partir du 

centrosome formant un complexe de grande ou petite taille nommé ȖTURC ou ȖTUSC, i.e. Ȗ 

Tubulin Ring Complex et Ȗ Tubulin Small Complex (Joshi, 1994; Pereira and Schiebel, 

1997). Ces structures auraient pour fonction d’amorcer la polymérisation des microtubules et 

de stabiliser leurs extrémités (-) en les « coiffant » (Pereira and Schiebel, 1997). Une fois 

polymérisés, les microtubules ne vont pas se figer au cours d’une phase stationnaire mais, 

bien au contraire, vont être la cible de nombreux comportements dynamiques. Le premier 

phénomène observé, au cours des travaux réalisés par R.L. Margolis et L. Wilson, fut celui du 

treadmilling encore appelé effet du « tapis roulant » (Margolis and Wilson, 1978, 1981). 

Initialement mis en évidence in vitro par incorporation de GTP tritié dans une population de 

microtubules à l’état stationnaire, ce phénomène est fondé sur le fait que les deux extrémités 

des microtubules peuvent se comporter différemment en phase stationnaire. En effet, alors 

que le bout (+) incorpore continuellement de nouveaux dimères de tubuline, le bout (-) se 



 

 
 

Figure 6 : Représentation schématique du phénomène de treadmilling. 
Le phénomène du « tapis roulant » est basé sur la différence de comportement des extrémités des 

microtubules pour incorporer des dimères de tubuline. Le bout (+) polymérisant de façon rapide et 

continue, contrairement au bout (-) qui se dépolymérise de façon lente, les nouveaux dimères de 

tubuline additionnés (représentés ici en rouge pour le suivi) sont ainsi « déplacés » le long des 

microtubules au cours du temps (Jordan and Wilson, 1998). 

 

 

 

 

 
 

Figure 7 : Représentation schématique de l’instabilité dynamique des microtubules. 
Les microtubules ne sont pas des structures rigides dans la cellule mais subissent continuellement des 

phénomènes dynamiques définis par l’instabilité dynamique des microtubules. L’addition de dimères 
de tubuline aux bouts (+) des microtubules porte le nom de polymérisation aboutissant à des 

microtubules en croissance (à gauche). Le phénomène inverse est la dépolymérisation (à droite). La 

transition entre ces deux phénomènes est dénommée phénomène de catastrophe ou rescue (sauvetage). 

Le dernier paramètre cinétique pouvant être observé correspond à des microtubules en pause où aucun 

phénomène dynamique n’est observé à leurs extrémités, même si de nos jours, l’existence de ce 
paramètre est de plus en plus controversée (Akhmanova and Steinmetz, 2008). 
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dépolymérise de façon lente et continue. Les dimères additionnés se retrouvent ainsi 

« déplacés » par le flux de nouvelles incorporations comme sur un tapis roulant (Figure 6). Le 

treadmilling a également été décrit au niveau cellulaire et identifié comme étant impliqué au 

cours de la division cellulaire dans la ségrégation des chromosomes (Margolis and Wilson, 

1998). De plus, lorsque les extrémités (-) des microtubules ne sont pas ancrées dans une 

structure fixe (type Ȗ-TURC), ce phénomène de treadmilling conduit au déplacement des 

microtubules au sein de la cellule (Jordan and Wilson, 1998; Shaw et al., 2003).  

Par la suite, les nombreuses études menées, au niveau cellulaire, sur le réseau microtubulaire 

ont très vite mis en lumière que les microtubules étaient capables de subir des alternances de 

phases de polymérisation et de dépolymérisation dénommées « instabilité dynamique ». T. 

Mitchison et M. Kirschner furent les premiers à décrire dès 1984 ce phénomène en observant 

l’existence de microtubules de taille différente au sein d’une population de microtubules en 

phase stationnaire (Mitchison and Kirschner, 1984). La cryomiscroscopie électronique a 

ensuite permis, de mieux comprendre ce phénomène d’instabilité dynamique (Chrétien et al., 

1995; Erickson and O’Brien, 199β). La transition entre une phase de croissance et de 

décroissance est appelée « phénomène de catastrophe ». La transition opposée est nommée 

« phénomène de sauvetage » (rescue). De nos jours, l’existence des temps de pause reste 

discutée ; ils pourraient correspondre à une absence de dynamique ou alors il s’agirait 

uniquement d’un défaut de détection de valeurs de la dynamique des microtubules trop faibles 

à ces moments précis (Figure 7). La mesure des paramètres cinétiques d’assemblage de la 

tubuline à l’échelle du microtubule a montré que l’instabilité dynamique des microtubules 

peut-être modélisée en utilisant cinq paramètres distincts que sont : les vitesses de croissance 

(ou polymérisation) et de décroissance (ou dépolymérisation), les fréquences de catastrophe et 

de sauvetage ainsi que les fréquences de pause (Keller et al., 2008). 

L’existence de cette instabilité dynamique est une propriété intrinsèque des microtubules 

jouant un rôle essentiel dans les différentes fonctions microtubulaires et, qui grâce à l’essor de 

la vidéomicroscopie, peut être aisément étudiée sur cellules vivantes. Comme nous le verrons 

dans la partie expérimentale, cette technique nous a permis d’étudier l’impact des agents 

anti-microtubules sur l’instabilité dynamique des microtubules.  

2.2.  Contrôle de la dynamique du réseau microtubulaire : présentation des protéines 
régulatrices des microtubules 

Au niveau cellulaire, la vitesse de polymérisation et les fréquences de transition entre les 

évènements de catastrophe et de sauvetage des microtubules sont nettement supérieures à 
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celles qui sont mesurées in vitro (Cassimeris, 1999). Ces différences sont la conséquence de 

facteurs intrinsèques permettant la régulation de la dynamique des microtubules parmi 

lesquels nous retrouvons, en plus de la molécule de GTP et de la tubuline décrites ci-dessus, 

les protéines associées aux microtubules (MAP). Classiquement, trois groupes de protéines 

sont distingués : les MAP structurales qui stabilisent les microtubules, les MAP déstabilisant 

les microtubules et les +TIP, famille de protéines qui se fixent aux extrémités (+) des 

microtubules et qui vont particulièrement nous intéresser au cours de cette thèse, par le 

biais de la protéine EB1 (End binding protein 1). 

2.2.1. Les MAP stabilisatrices  

Chez les mammifères, de nombreuses protéines stabilisatrices sont répertoriées parmi 

lesquelles nous retrouvons MAP1, MAP2, la famille des protéines STOP (stable tubule only 

peptide ou MAP6), la protéine Tau ou encore la doublecortine (DCX) (Cassimeris and Spittle, 

2001). De manière générale, elles possèdent des domaines répétés au niveau de leur domaine 

de liaison aux microtubules situé dans la région C-terminale. Elles peuvent s’associer à 

plusieurs dimères de tubuline tout le long des microtubules empêchant alors la dissociation 

des sous-unités de tubuline (Desai and Mitchison, 1997). In vitro, les MAP stabilisatrices 

augmentent la vitesse d’assemblage des microtubules et les stabilisent. De plus, tout comme 

pour la tubuline, le niveau d’expression des MAP pourrait également être à l’origine des 

propriétés dynamiques différentes des microtubules selon le type cellulaire considéré, au 

même titre que leur composition isotypique (Maccioni and Cambiazo, 1995). La fixation de 

ces MAP est régulée par des jeux de kinases et de phosphatases – que nous ne détaillerons pas 

ici – permettant ainsi de contrôler leur activité (Cassimeris and Spittle, 2001).  

2.2.2. Les MAP déstabilisatrices 

Parmi les MAP déstabilisatrices, quatre modes d’action peuvent être distingués. Tout d’abord, 

nous retrouvons les protéines agissant par séquestration de la tubuline libre entraînant ainsi 

une diminution du pool de tubuline prête à être associée aux microtubules. Parmi ces 

protéines, la plus étudiée est la protéine Op18/Stathmine. Protéine ubiquitaire, elle est 

fortement exprimée dans les neurones et les cellules prolifératives. Elle peut lier et séquestrer 

deux dimères de tubuline aboutissant à la formation d’un complexe ternaire dénommé TβS. 

Cette protéine provoque également directement les phénomènes de catastrophe en induisant 

l’hydrolyse du GTP aux extrémités (+) des microtubules (Howell et al., 1999). Le deuxième 

mécanisme d’action met en jeu les déphosphorylases comprenant notamment les membres de 
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la superfamille des kinésines. Par exemple, la kinésine-13 augmente les processus de 

catastrophe en provoquant une conformation incurvée des protofilaments (Newton et al., 

2004). Un autre exemple est celui de la kinésine-8 qui s’accumule aux extrémités (+) des 

microtubules. Elle y exerce alors son activité ATP-dépendante de facteur inducteur de 

catastrophe et ATP-indépendante de séquestration de la tubuline (Gupta et al., 2006; Newton 

et al., 2004). Le troisième mode d’action fait intervenir la superfamille des protéases AAA 

(ATPases associated with a number of cellular activities) comprenant notamment la katanine, 

la spastine et la fidgetine. Ces protéines vont réguler la longueur, le nombre et le 

comportement cinétique des microtubules par coupure ou « severing » (Sharp and Ross, 

2012). Enfin, le quatrième mécanisme est la régulation des MAP stabilisatrices par 

phosphorylation de leur domaine de liaison aux microtubules par les kinases MARK 

(microtubules affinity regulating kinase) également dénommées partition-defective kinases 

(Par-1) entraînant la dissociation des MAP stabilisatrices des microtubules (Matenia and 

Mandelkow, 2009). 

2.2.3. Les +TIP 

Un groupe particulier de MAP, dénommé +TIP, a été mis en évidence dans le début des 

années 1990 avec la découverte, en premier lieu, de la protéine CLIP-170 (Cytoplasmic 

Linker Protein-170 ; Rickard and Kreis, 1990). Contrairement aux MAP classiques localisées 

le long des microtubules, ces protéines, comme leur nom l’indique, vont se fixer 

préférentiellement aux extrémités (+) des microtubules. Ce groupe de protéines est hautement 

conservé chez tous les eucaryotes et joue un rôle important dans la dynamique des 

microtubules. Depuis, la découverte de CLIP-170, ce sont plus de vingt familles de +TIP qui 

ont été identifiées (Schuyler and Pellman, 2001). Elles vont s’accumuler aux extrémités (+) 

des microtubules leur conférant un aspect caractéristiques dit en « comète ». Elles possèdent 

des fonctions communes en régulant la dynamique des microtubules et interviennent ainsi 

notamment dans la division cellulaire ou encore la migration cellulaire (Ferreira et al., 2014). 

Une classification par rapport à leurs éléments structuraux leur permettant d’interagir entre 

elles ou avec les microtubules a été proposée (Akhmanova and Steinmetz, 2010). Cinq 

groupes en ressortent que je vais détailler succinctement ci-dessous hormis le groupe des 

protéines EB qui, représentant un des acteurs principaux de mes travaux de thèse, sera 

davantage développé ci-dessous dans le paragraphe 2.3. 



 

 
 

Figure 8 : Représentation schématique de la structure des protéines à domaine CAP-Gly. 
Les deux principales représentantes de cette famille sont CLIP-170 et p150

glued. Par l’intermédiaire de 
leur domaine CAP-Gly, elles vont pouvoir se fixer à la tubuline mais également à EB1 via leur 

domaine EEY/F. Au niveau de la dynamique des microtubules, elles sont définies comme 

stabilisatrices des microtubules en jouant notamment un rôle de facteur de sauvetage  

(Akhmanova and Steinmetz, 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 9 : Représentation schématique de la structure des protéines à motif SxIP. 
Composés de nombreuses protéines, ce groupe est principalement représenté par la protéine APC. Le 

motif SxIP va leur permettre de se fixer aux microtubules sous la dépendance d’EB1et d’entraîner la 
stabilisation des microtubules voire de favoriser sa polymérisation (Akhmanova and Steinmetz, 2010). 
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 Les protéines à domaine CAP-Gly 

Ces protéines possèdent dans leur structure un domaine particulier leur permettant de se fixer 

aux microtubules. Ce domaine, dénommé CAP-Gly est riche en glycine et est hautement 

conservé chez les eucaryotes (Riehemann and Sorg, 1993). Des études en cristallographie ont 

permis de mettre en évidence que le domaine CAP-Gly interagissait par sa cavité hydrophobe 

avec le motif C-terminal EEY/F présent au niveau de la tubuline α (Figure 8 ; Honnappa et 

al., 2006). Il est désormais admis que la forme tyrosinée de la tubuline est un facteur 

important pour le recrutement des protéines à domaine CAP-Gly aux extrémités (+) des 

microtubules (Bieling et al., 2008; Peris et al., 2006). Ce domaine ne va pas uniquement 

reconnaitre le motif EEY/F mais peut aussi interagir avec les hélices α et ȕ de la tubuline ou 

encore avec des motifs en doigt de zinc (Gouveia and Akhmanova, 2010). Les deux 

principales représentantes de ce groupe de protéines sont la protéine CLIP-170 et la sous-unité 

du complexe dynactine : la protéine p150Glued. Ces protéines sont clairement impliquées dans 

la stabilisation des microtubules en jouant un rôle de facteur anti-catastrophe chez la levure ou 

comme facteur de sauvetage dans les cellules de mammifères (Brunner and Nurse, 2000; 

Komarova et al., 2002). CLIP-170 est une phosphoprotéine qui peut être régulée notamment 

par la kinase AMPK (AMP-activated protein kinase). Sa phosphorylation inhibe son 

interaction avec les microtubules perturbant alors leur polymérisation (Nakano et al., 2010).  

 Les protéines à motif SxIP 

Ce groupe de protéines comporte un vaste nombre de composés ayant tous dans leur séquence 

une région enrichie en résidus basiques et en résidus serines (Akhmanova and Steinmetz, 

2008). Ce motif conservé dans l’évolution comprend quatre résidus : Ser-X-Ile-Pro (SxIP) où 

X est un acide aminé quelconque (Gouveia and Akhmanova, 2010). Parmi les protéines à 

motif SxIP, nous retrouvons notamment MACF (microtubule actin crosslinking factor), 

STIM1 (stromal interaction molecule 1) ou encore la protéine APC (adenomatous polyposis 

coli ; Figure 9). Cette dernière, au niveau de la régulation de la dynamique des microtubules, 

va permettre la stabilisation des microtubules et favoriser également la polymérisation 

(Nakamura et al., 2001). Tout comme CLIP-170, APC est une phosphoprotéine qui va être 

régulée par GSKγȕ (glycogen synthase kinase-3 β). APC phosphorylée va alors avoir une 

moindre affinité pour les microtubules entraînant ainsi sa dissociation (Zumbrunn et al., 

2001).  



 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 10: Représentation schématique de la structure des protéines à motif TOG. 
 Les protéines de ce groupe vont favoriser la stabilisation et la polymérisation des microtubules. 

Composées de plusieurs motifs TOG ou TOG-like, elles vont pouvoir interagir avec les dimères de 

tubuline. Les protéines CLASP possèdent en plus dans leur structure un motif SxIP leur permettant 

d’interagir également avec EB1 (Akhmanova and Steinmetz, 2010). 
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 Les protéines à domaine TOG 

Les protéines issues de cette famille sont caractérisées par la présence à leur extrémité N-

terminale d’un nombre variable de motif TOG (tumor overexpressed gene). Ces motifs sont 

composés de douze hélices principales contenues dans une structure rectangulaire qui 

interagissent avec les dimères de tubuline (Slep, 2009 ; Figure 10). Deux représentantes 

majeures sont répertoriées : XMAP215/Dis1 et CLASP (cytoplasmic linker associated 

protein). XMAP215 a été identifiée comme un facteur protéique augmentant la croissance des 

microtubules (Gard and Kirschner, 1987) et favorisant la polymérisation en induisant 

l’addition de dimères de tubuline aux extrémités (+) des microtubules ; elle aurait ainsi un 

rôle de polymérase (Brouhard et al., 2008). Les protéines CLASP, quant à elles, comportent 

deux membres chez les mammifères : CLASP1 et CLASP2. Elles sont dénommées ainsi car 

initialement elles ont été identifiées comme des protéines associées à CLIP (Akhmanova et 

al., 2001). L’analyse de la séquence des protéines CLASP montre qu’elles possèdent un 

domaine TOG à leur extrémité N-terminale suivi de deux domaines TOG-like entrecoupés 

d’un motif SxIP (Mimori-Kiyosue et al., 2005; Slep, 2009). Ce dernier permet l’interaction 

avec les microtubules tandis que son extrémité C-terminale, hautement conservée, permet la 

fixation avec les protéines CLIP. CLASP permet la stabilisation des microtubules et possède 

un rôle de facteur de sauvetage (Bratman and Chang, 2007). Il est à noter que les protéines 

CLASP sont également retrouvées au niveau des centrosomes et de l’appareil de Golgi mais 

leurs fonctions à ces sites restent encore méconnues (Gouveia and Akhmanova, 2010).  

 Les protéines motrices 

Les protéines motrices sont représentées par les deux familles suivantes : la dynéine et les 

kinésines. Classiquement, elles sont connues pour leur implication dans le transport 

intracellulaire de protéines par les microtubules. Mais les protéines de la famille des kinésines 

Kin I (kinesine internal), aussi appelées kinésine 13, sont retrouvées majoritairement aux 

extrémités (+) des microtubules. Elles vont jouer un rôle essentiel dans l’organisation du 

réseau microtubulaire mais aussi dans la régulation de la dynamique microtubulaire lors de 

l’interphase et de la mitose (Daire and Poüs, 2011). Les protéines motrices sont connues pour 

favoriser principalement la dépolymérisation des microtubules en jouant le rôle de facteur de 

catastrophe (Hertzer et al., 2003; Howard and Hyman, 2007). Cependant, il a été démontré 

que la kinésine-1 jouait un rôle important dans la polymérisation des microtubules et dans les 

phénomènes de sauvetage notamment via l’activation de JNK (c-June N-terminal Kinase) et 

la protéine CLIP-170 (Daire et al., 2009).  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 11 : Représentation schématique de la structure des protéines EB. 
La structure d’EB1 a été caractérisée en cristallographie et a mis en évidence plusieurs structures 

essentielles. Le domaine CH en N-terminal est nécessaire et suffisant pour qu’EB1 se fixe aux 
microtubules. La région linker correspond à une séquence chargée positivement et participe à l’affinité 

de la protéine aux microtubules. La structure coiled-coil et le domaine EBH sont responsables de la 

dimérisation des protéines EB. Le domaine EBH joue également un rôle essentiel dans les interactions 

protéiques ainsi que dans l’auto-inhibition d’EB1. Enfin, l’extrémité C-terminale contient un motif 

EEY/F similaire à celui de la tubuline permettant le recrutement de nombreuses protéines  

(Adaptation Akhmanova and Steinmetz, 2010). 
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Il est à noter que de nombreuses autres +TIP existent mais ne peuvent être classées dans ces 

différents groupes prenant en compte principalement les structures protéiques. De plus, si les 

extrémités (+) avec les +TIP ont été particulièrement étudiées ces dernières années, une 

nouvelle classe de protéine est apparue dernièrement dénommée : -TIP (microtubule minus-

end targeting proteins) dont la principale représentante à ce jour est la CAMSAP 

(Calmodulin-regulated spectrin-associated protein). Une revue parue dernièrement relate 

l’ensemble des informations connues à ce jour sur ces nouvelles protéines (Akhmanova and 

Hoogenraad, 2015). 

2.3.  Zoom sur les protéines EB : chef d’orchestre de la dynamique des microtubules 

Les protéines EB correspondent au représentant majeur des protéines +TIP à l’origine de 

l’édification de réseaux protéiques aux extrémités (+) des microtubules. Leur rôle dans la 

dynamique des microtubules est, de nos jours, devenu incontestable et leur liaison aux 

microtubules est désormais utilisée en routine dans l’étude de l’instabilité dynamique des 

microtubules par vidéomicroscopie. La protéine EB1 correspond à l’un des acteurs majeurs 

de mes travaux de thèse ; c’est pourquoi je vais présenter ci-dessous sa structure ainsi que 

sa régulation intracellulaire, puis son rôle dans la dynamique microtubulaire. Dans les 

parties suivantes de ce chapitre, elle constituera un fil rouge avec son rôle dans les 

fonctions microtubulaires ainsi que son implication dans le domaine de l’oncologie. 

2.3.1. Présentation, structure et régulation des protéines EB 

Les protéines EB représentent une famille de protéines hautement conservée au cours de 

l’évolution. Chez les mammifères, trois membres sont connus : EB1, EBβ et EBγ d’environ 

30 kDa chacun et codés par les gènes MAPRE. Ce sont des protéines ubiquitaires sauf EB2 

dont les niveaux d’expression varient selon les tissus (Su and Qi, 2001). Les homologues 

d’EB1 sont Bim1p et Malγ respectivement dans la levure à bourgeonnement et la levure se 

divisant par scission (Beinhauer et al., 1997; Schwartz et al., 1997). Les études réalisées en 

cristallographie sur EB1 ont permis de caractériser sa structure (Figure 11). Le domaine N-

terminal est constitué du domaine CH (calponin homology). Ce domaine est nécessaire et 

suffisant pour se fixer aux microtubules et reconnaître les extrémités (+) en croissance 

(Komarova et al., 2009; Skube et al., 2010). Le domaine CH est suivi d’une séquence chargée 

positivement dénommée région linker. Cette dernière est variable selon les protéines EB et 

participe à leur affinité pour les microtubules (Komarova et al., 2009; Xia et al., 2014). La 

région C-terminale est composée du domaine EBH (end binding homology) associé à une 
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structure coiled-coil responsable de la dimérisation des protéines EB (Su and Qi, 2001). De 

plus, ce domaine est impliqué dans les interactions avec les nombreux partenaires protéiques 

des EB (Akhmanova and Steinmetz, 2008). Le domaine EBH est suivi d’une région acide 

d’une vingtaine d’acides aminés jouant un rôle dans l’auto-inhibition des protéines EB ainsi 

que dans les interactions protéiques (Hayashi et al., 2005; Honnappa et al., 2005; Kanaba et 

al., 2013). Enfin, l’extrémité du domaine C-terminal contient un motif EEY/F similaire à celui 

retrouvé sur l’α-tubuline (Komarova et al., 2005). Les protéines EB possèdent une structure 

similaire hormis EBβ qui possède une extension d’une quarantaine d’acides aminés en 

position N-terminale ainsi qu’une augmentation des résidus acides en C-terminal expliquant 

probablement son affinité réduite pour de nombreux partenaires comme APC ou encore 

CLIP-170 (Komarova et al., 2005, 2009). Enfin, d’un point de vue structurale, les protéines 

EB vont pouvoir former des hétérodimères (essentiellement EB1 et EB3) in vivo et in vitro 

(De Groot et al., 2010; Komarova et al., 2009). Une étude parue récemment montre que les 

protéines EB sont, en réalité, obligatoirement assemblées sous forme de dimères dans le 

cytoplasme (Sen et al., 2013). Lorsque ces dimères s’associent aux microtubules, la présence 

du GTP entrainerait alors un changement de conformation responsable de la dissociation des 

dimères d’EB qui retrouveraient ainsi une forme monomérique (Gireesh et al., 2014).  

De nos jours, les mécanismes de régulation intracellulaire des protéines EB restent encore 

mal connus et font l’objet de nombreux travaux de recherche. Deux études ont mis en 

évidence la régulation cellulaire des protéines EB1 et EB3 par le protéasome. En effet, EB1 se 

fixerait au complexe COP9 signalosome la protégeant ainsi de son ubiquitinylation et donc de 

sa dégradation par le protéasome (Peth et al., 2007). De même, il a été mis en évidence 

qu’EBγ serait régulée par la kinase SIAH-1, une ubiquitine ligase, entrainant sa dégradation 

par le protéasome (Ban et al., 2009). Cette même étude a également mis en lumière que les 

kinases Aurora A et B pouvaient phosphoryler EB3 sur le résidu serine 176 (S176) de la 

région linker de la protéine. Cette phosphorylation protégerait EBγ de l’ubiquitinylation par 

SIAH-1. Par la suite, deux autres études ont démontré la phosphorégulation d’EBγ. La 

première met en évidence la phosphorylation sur le résidu serine 162 (S162), toujours dans la 

région linker de la protéine, entrainant alors une diminution de l’affinité d’EBγ pour les 

microtubules (Komarova et al., 2012). La deuxième rapporte la phosphorylation d’EBγ sur le 

résidu serine 176 par Aurora B (Ferreira et al., 2013). En revanche, la phosphorylation d’EB1 

n’a été démontrée jusqu’à présent que chez ses homologues. En effet, il a été révélé la 

phosphorylation de Bim1p par l’homologue d’Aurora (Ipl1p) ainsi que la phosphorylation de 
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mal3. Ces deux phosphorylation se situent dans la région linker de la protéine entraînant une 

diminution de l’accumulation des homologues d’EB1 aux extrémités (+) des microtubules 

(Iimori et al., 2012; Zimniak et al., 2009). Deux autres MPT d’EB1 ont récemment été mises 

en lumière : d’une part, l’acétylation d’EB1 sur le résidu lysine 220 (K220) par la kinase 

PCAF (P300/CBP-associated factor) provoquant une diminution de la fixation d’EB1 aux 

microtubules et, d’autre part, la présence d’un cycle de détyrosination/(re)tyrosination sur la 

séquence EEY/F d’EB1 similaire à celui décrit sur l’α-tubuline (Rovini et al., 2013a; Xia et 

al., 2012). Enfin, une étude a mis en lumière le rôle régulateur de MAP1B dans la 

concentration intracellulaire des protéines EB1 et EBγ. En effet, MAP1B serait à l’origine 

d’une séquestration des protéines EB entraînant alors une diminution de leur accumulation 

aux extrémités (+) des microtubules et donc, une inhibition de la dynamique des microtubules 

(Tortosa et al., 2013). 

2.3.2. EB1 : clef de voûte des complexes +TIP, au cœur de la dynamique 
microtubulaire 

De par leur polarité structurale intrinsèque, les microtubules possèdent une extrémité (+) siège 

de l’accumulation de nombreux facteurs protéiques que sont les +TIP et, notamment les 

protéines EB. Les études in vitro ont mis en évidence qu’elles reconnaissaient uniquement les 

extrémités (+) des microtubules en croissance et ceci de façon indépendante aux autres +TIP 

(Bieling et al., 2007; Dixit et al., 2009; Komarova et al., 2009). Elles vont ainsi s’y accumuler 

formant une structure caractéristique dite en comète. Ne co-polymérisant pas avec la tubuline 

et se fixant uniquement aux extrémités (+) en croissance et non au niveau du lattice des 

microtubules, il a été émis l’hypothèse qu’elles interagissaient spécifiquement avec une 

structure caractéristique des extrémités en croissance. Les nombreuses études réalisées ces 

dernières années sur les protéines EB ont permis de mettre en évidence qu’elles 

reconnaîtraient les extrémités (+) des microtubules nouvellement polymérisées en se fixant 

alors sur la GTP-cap. En effet, une première étude avait démontré qu’EB1-GFP s’associait 

préférentiellement aux microtubules en présence de GMPCPP, un analogue du GTP 

s’hydrolysant lentement (Zanic et al., 2009). Par la suite ces travaux ont été confortés par 

ceux de SP. Maurer qui démontra par l’utilisation d’un analogue non hydrolysable du 

GTP (GTPȖS) une forte accumulation d’EB1 aux extrémités (+) des microtubules (Maurer et 

al., 2011). La poursuite de ses travaux a mis en lumière que la fixation des EB entrainerait des 

changements de conformation du nucléotide GTP expliquant le rôle de facteur pro-catastrophe 

d’EB1 (Maurer et al., 2014). Ce rôle pro-catastrophe est, cependant, associé à des effets 
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positifs sur la dynamique des microtubules notamment en favorisant et en augmentant la 

vitesse de polymérisation (Komarova et al., 2009; Tirnauer et al., 2002). 

Les membres de la famille des EB et, plus particulièrement EB1, sont désormais reconnus 

comme étant des régulateurs clefs de la dynamique des microtubules. Pour assurer ses 

fonctions, ils vont recruter d’autres membres protéiques et sont généralement considérés 

comme les clefs de voûte nécessaires à l’édification de complexes +TIP donnant naissance à 

de véritables réseaux protéiques aux extrémités (+) des microtubules (Lansbergen and 

Akhmanova, 2006). Par exemple, des études en cristallographie ont permis de mettre en 

évidence que le domaine CAP-Gly interagissait par sa cavité hydrophobe avec le motif C-

terminal EEY/F présent au niveau d’EB1. Ce domaine ne va pas uniquement reconnaitre le 

motif EEY/F mais peut aussi interagir avec le domaine EBH d’EB1 permettant alors la 

fixation de protéines telles que CLIP-170 aux extrémités (+) des microtubules (Gouveia and 

Akhmanova, 2010). De plus, initialement, EB1 avait été caractérisée comme un partenaire 

d’APC, protéine à motif SxIP. En réalité, c’est la fixation d’EB1 aux extrémités (+) des 

microtubules qui va permettre le recrutement d’APC (Morrison, 2009). 

D’un point de vue technique, les EB étant les représentants majeurs des +TIP, couplées à des 

protéines fluorescentes, elles représentent de nos jours un outil de biologie moléculaire 

indispensable dans l’étude, par vidéomicroscopie, de la dynamique microtubulaire in vitro 

comme désormais in vivo (Oddoux et al., 2013). C’est notamment par transfection cellulaire 

du plasmide EB1-GFP que les travaux exposés dans la partie 1 des données expérimentales 

ont été réalisés pour étudier la dynamique microtubulaire sous l’effet des agents anti-

microtubules.  

3. Implications des microtubules dans les fonctions cellulaires 

Organite indispensable au bon fonctionnement de la cellule, le réseau microtubulaire 

intervient aussi bien dans la mitose que dans les fonctions interphasiques. Dans le 

paragraphe qui va suivre, je ne vais pas dresser la liste exhaustive des nombreuses activités 

cellulaires des microtubules mais j’ai choisi de détailler les principales fonctions de ce 

réseau, essentielles au développement et à la prolifération des masses tumorales, et qui 

seront ciblées par les agents anticancéreux. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 12 : Représentation schématique des éléments clefs constituant le fuseau mitotique.  
Au cours de la mitose, les centrosomes vont permettre la polymérisation des microtubules astraux et 

interpolaires ainsi que les fibres K. Ces dernières, grâce à l’instabilité dynamique des microtubules, 
vont sonder le cytoplasme jusqu’à obtenir une interaction avec un kinétochore permettant par la suite 

d’aligner les chromosomes. Les protéines motrices ainsi que les MAP et notamment les +TIP sont 

essentielles pour assurer le bon déroulement de la mitose en régulant la dynamique des microtubules.  

(Walczak and Heald, 2008). 
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3.1.  Les microtubules : maîtres de la division cellulaire 

La mitose, du grec « mitos » signifiant filament en référence à l’aspect des chromosomes 

durant ce phénomène, permet à partir d’une cellule mère de former deux cellules filles. 

Processus indispensable à la prolifération cellulaire, il repose sur la formation du fuseau 

mitotique constitué par le réseau microtubulaire (Figure 12). La représentation classique de la 

mitose où chaque kinétochore des chromosomes est rattaché à un seul microtubule est 

erronée. En réalité, ce sont plusieurs microtubules qui vont venir fixer chaque chromosome 

grâce à leurs propriétés dynamiques leur permettant d’alterner des phases de croissance (ou de 

sauvetage) et de raccourcissement (ou de catastrophe) (Desai and Mitchison, 1997; Mitchison 

and Kirschner, 1984) indispensables aux différentes étapes de la mitose. Les microtubules 

kinétochoriens ou fibres K vont ainsi sonder le cytoplasme grâce à des mouvements rapides 

de croissance et de raccourcissement de leurs extrémités (+) jusqu’à ce qu’une liaison avec un 

kinétochore soit établie. Ce processus est appelé « search-and-capture » (McIntosh et al., 

2002; Vos et al., 2004). Cependant, des études tendent à montrer que ce processus n’est pas 

suffisant pour l’alignement des chromosomes pendant la mitose (Wollman et al., 2005). Un 

autre modèle, dénommé « self-assembly », part du principe que les microtubules vont 

polymériser de façon indépendante des centrosomes à proximité des chromosomes. Il 

semblerait que ces deux modèles puissent coexister au sein de la même cellule (Walczak and 

Heald, 2008). Par la suite, la ségrégation chromosomique est possible grâce à la 

dépolymérisation rapide des fibres K au niveau des extrémités (+) (Coue et al., 1991) et à 

l’activité des protéines motrices notamment les membres de la famille des kinésines 13 

appartenant aux +TIP (Hyman and Mitchison, 1991; Sharp and Rogers, 2004). Comme nous 

l’avons vu ci-dessus, la dynamique des microtubules est sous la dépendance notamment des 

MAP et en particulier des +TIP. Ces dernières jouent donc un rôle crucial dans les différentes 

phases de la mitose. Par exemple, la protéine EB1 retrouvée au niveau des centrosomes 

(comme APC) possède un rôle important dans l’initiation de la croissance des microtubules 

(Louie et al., 2004; Rehberg and Gräf, 2002). Elle va également fixer les microtubules à 

l’interface entre les kinétochores et les extrémités en croissance suggérant qu’elle va moduler 

le comportement dynamique des microtubules durant la mitose (Tirnauer et al., 2002). EB1 va 

aussi promouvoir l’activité de la kinase Aurora B qui assure la ségrégation des chromatides au 

cours de la mitose (Sun et al., 2008). En stimulant l’activité de ces kinases, EB1 va permettre 

à Aurora B de phosphoryler EB3, qui semble jouer un rôle dans la phase tardive de la mitose 

en stabilisant les microtubules au niveau des plaques d’adhésion (Ban et al., 2009; Ferreira et 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 13 : Représentation schématique des étapes de la migration cellulaire. 
 La migration des cellules fait intervenir le réseau actinique mais également les microtubules à 

plusieurs niveaux. Au cours de la 1
ère

 phase (à gauche), correspondant à la polarisation cellulaire, le 

réseau microtubulaire va orienter le MTOC dans le sens de la migration. De plus, au front de 

migration, les microtubules sont stabilisés par MPT de la tubuline permettant alors le transport 

intracellulaire des vésicules et des protéines. Les microtubules interviennent enfin lors de la 3
ème

 phase 

correspondant à la translocation cellulaire (à droite) en dépolymérisant son réseau pour dégrader les 

plaques d’adhérences (Adaptation Ridley et al., 2003). 
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al., 2013). Enfin, il a été démontré l’augmentation de la forme acétylée d’EB1 pendant la 

mitose suggérant un rôle particulier de cette MPT pendant la division cellulaire (Xia et al., 

2012). En plus des protéines EB, d’autres +TIP vont aussi intervenir dans la régulation du 

processus mitotique. La revue de J.G. Ferreira, parue dernièrement, répertorie l’ensemble des 

fonctions de ces +TIP au cours de la mitose (Ferreira et al., 2014).  

3.2.  Rôle des microtubules dans la migration cellulaire 

La motilité cellulaire, ou migration cellulaire, correspond à la capacité des cellules à se 

déplacer activement, spontanément ou en réagissant à des stimuli, de façon aléatoire ou 

dans une direction dirigée, individuellement ou collectivement. Ce processus est finement 

contrôlé au sein de la cellule et, lors d’une dérégulation, la migration cellulaire va pouvoir 

concourir à des processus pathologiques tels que l’angiogénèse tumorale ou la 

dissémination métastatique des tumeurs. Pendant longtemps, la migration cellulaire a été 

considérée comme exclusivement actine-dépendante sous le contrôle des protéines de la 

famille des Rho GTPases. En effet, chacun des évènements qui permettent le déplacement des 

cellules peut être, en théorie, gouverné par les filaments d’actine en l’absence de microtubules 

(Borisy and Svitkina, 2000). Cependant, dès 1970, les travaux de J.M. Vasiliev ont mis en 

lumière l’implication des microtubules dans la migration des cellules dans la majorité des 

types cellulaires (Vasiliev et al., 1970). Schématiquement, le processus migratoire peut être 

divisé en trois étapes : polarisation de la cellules, puis formation de la protrusion avant la 

translocation du corps cellulaire (Figure 13 ; Lauffenburger and Horwitz, 1996; Ridley et al., 

2003). Dès 1982, il a été démontré que les microtubules participaient à la polarisation 

cellulaire par l’orientation du MTOC (Microtubule organizing center) face au « leading 

edge », c'est-à-dire dans le sens de migration (Kupfer et al., 1982). De plus, la polarisation du 

réseau microtubulaire passe également par la stabilisation de certains microtubules au niveau 

du front de migration via mDia, molécule effectrice des Rho GTPases (Palazzo et al., 2001). 

Cette stabilisation des microtubules implique des MPT de la tubuline comme la détyrosination 

ou l’acétylation (Gundersen and Bulinski, 1988; Palazzo et al., 2003). Les microtubules 

stabilisés serviraient alors de rails de transport pour les différentes vésicules et protéines 

intracellulaires et permettraient la réorientation du MTOC et de l’appareil de Golgi vers le 

front de migration. Lors de la dernière étape de la migration cellulaire, il est désormais admis 

que les microtubules contribuent à la translocation du corps cellulaire. En effet, il a été 

démontré qu’ils participaient au renouvellement des sites d’adhérence à l’arrière de la cellule 

en entrainant la dépolymérisation de certains des microtubules (Enomoto et al., 2015; 
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Kaverina et al., 2000; Wehrle-Haller and Imhof, 2003). Enfin, de nombreux travaux ont mis 

en lumière le dialogue entre le réseau microtubulaire et les protéines Rho GTPases lors de la 

migration (Grigoriev et al., 2006; Wittmann and Waterman-Storer, 2001a). Cette famille de 

protéines joue notamment un rôle important dans la régulation de l’instabilité dynamique des 

microtubules en interagissant avec de nombreuses +TIP telles que CLASP, APC ou encore la 

protéine EB1 (Watanabe et al., 2005). Cette dernière, en association avec APC, va également 

promouvoir la migration cellulaire en permettant la stabilisation des microtubules aux points 

d’attache (Wen et al., 2004). De récents travaux parus en β014 indiquent qu’EB1 

interviendrait en association avec la protéine CYLD (cylindromatosis) dans la réorientation du 

centrosome, dans la stabilisation du front de migration et dans la rétraction cellulaire chez la 

levure (Li et al., 2014). De plus, il a été mis en lumière le rôle primordial d’EB1 dans la 

réorganisation cellulaire au cours de la migration (Gierke and Wittmann, 2012) ainsi que son 

rôle clef dans la formation de la protrusion dans les cellules de mélanome (Schober et al., 

2009). 

Au cours des pathologies cancéreuses, le processus migratoire des cellules joue un rôle 

fondamental à deux niveaux. Le premier est dans l’angiogénèse : processus par lequel les 

cellules endothéliales vont former de nouveaux vaisseaux sanguins à partir de vaisseaux 

pré-existants. Il a été démontré que les cellules tumorales étaient capables de produire des 

chimiokines (en particulier les membres de la famille des chimiokines CXC) qui vont cibler 

les cellules endothéliales pour promouvoir leur prolifération ainsi que leur migration par 

chimiotactisme. Cette activation, in fine, va concourir à l’apport des nutriments et de 

l’oxygène nécessaire pour la prolifération des cellules tumorales (Folkman, 2002; Mehrad et 

al., 2007; Orimo et al., 2005). Le deuxième point clef de la migration cellulaire dans le 

processus tumoral est la dissémination métastatique des cellules. Malgré les nombreuses 

études entreprises, le mécanisme de l’invasion tumorale reste de nos jours peu compris. Il 

ferait intervenir le phénomène de chimiotactisme associé aux interactions entre cellules 

cancéreuses et celles du microenvironnement tumoral comme les fibroblastes ou les 

macrophages (Orimo et al., 2005). De récentes études ont notamment démontré que les 

organes possédant un haut niveau de chimiokines seraient ainsi davantage soumis à un risque 

d’invasion tumorale (Zlotnik et al., 2011).  

3.3.  Les microtubules comme rails de transport intracellulaire 

Une autre fonction essentielle des microtubules est leur implication dans le trafic 

intracellulaire d’organites, de vésicules, d’ARN et de protéines. Ce rôle fait du réseau 
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microtubulaire un acteur, à part entière, des voies de transduction des signaux intra et 

extracellulaires. Dans un premier temps, il est clairement établi que le réseau microtubulaire 

est capable de transporter les ARNm permettant ainsi leur expression aux sites cellulaires où 

ils sont attendus. De plus, les microtubules peuvent réguler leur expression par séquestration 

jouant ainsi un rôle dans la répartition protéique intracellulaire et donc le maintien de la 

polarité cellulaire (López de Heredia and Jansen, 2004; Stebbings, 2001). Comme nous 

l’avons vu ci-dessus, les microtubules vont être capables d’interagir avec de nombreuses 

protéines cellulaires. Le réseau microtubulaire constitue ainsi un véritable réservoir 

protéique. Ils jouent notamment un rôle important dans la séquestration de nombreuses 

protéines qui peuvent être libérées après un stimulus donné. C’est le cas par exemple de 

l’activation de la voie NF-κB (nuclear factor kappa B) sous l’effet des agents anti-

microtubules (Mistry et al., 2004). Les protéines p53 et Bim (Bcl-2 interacting mediator of 

cell death) intervenant dans le phénomène de l’apoptose – qui sera détaillé dans le chapitre 2 

ci-dessous – sont également dépendantes du réseau microtubulaire. Il a été démontré, par 

exemple, que l’acétylation du résidu lysine 40 de la tubuline favorise le recrutement 

microtubulaire de la protéine p53 via la protéine chaperonne hsp90 (heat shock protein 90) 

puis sa translocation nucléaire lui permettant alors d’assurer ses fonctions de facteur de 

transcription. Ce même mécanisme d’action faisant intervenir l’acétylation de l’α-tubuline et 

la protéine hsp90 pourrait aussi permette l’activation de la protéine kinase Akt qui sera 

présentée dans le chapitre 3 ci-dessous (Giustiniani et al., 2009). Ainsi, le réseau 

microtubulaire constitue également un élément clef dans les différentes voies de signalisation 

cellulaire. Enfin, les microtubules sont impliqués dans le transport intracellulaire des 

différents organites tels que l’appareil de Golgi et de nombreuses vésicules de sécrétion, le 

réticulum endoplasmique ou encore les mitochondries (Boldogh and Pon, 2007; Fokin et al., 

2014). Ce processus est observé à la fois pendant l’interphase et pendant la mitose permettant 

une répartition équivalente des organites dans les deux cellules filles. Ce transport dirigé le 

long des microtubules, servant ainsi de véritables rails de locomotion, est assuré par des 

protéines motrices que sont les kinésines et les dynéines principalement. Dans le chapitre 

suivant, nous verrons, de façon plus détaillée, le transport des mitochondries le long des 

microtubules. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 14 : Représentation des cinq sites de fixation des MTA à la tubuline. 
 Le site du Laulimalide situé sur la sous-unité α de la tubuline, le site des Epothilones et des Taxanes – 

proches l’un de l’autre – se trouve sur la sous-unité β de la tubuline à l’intérieur des microtubules. Ces 
trois sites sont toujours communément appelés sites de fixation des agents stabilisants les 

microtubules. Les deux autres sites sont, eux, dénommés sites de fixation des agents dépolymérisants 

les microtubules et comprennent le site des Vinca-alcaloïdes situé sur la sous-unité β de la tubuline et 
le site de la colchicine retrouvé à l’interface des sous-unités α et β (Liu et al., 2014). 
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4. Les microtubules en tant que cible en oncologie : succès et limites des 

agents anti-microtubules 

Comme nous venons de le voir, les microtubules jouent un rôle fondamental dans de 

nombreux processus cellulaires et notamment dans la prolifération et la migration : deux 

phénomènes clefs dans le développement des masses tumorales. C’est pourquoi, rapidement, 

le réseau microtubulaire est apparu comme une cible thérapeutique prometteuse dans la lutte 

contre le cancer. Dès la fin des années 1950, les premiers composés furent développés et 

dénommés les agents anti-microtubules, communément appelés les MTA. Ce sont de 

puissants agents occupant toujours une place prépondérante dans l’arsenal thérapeutique 

anticancéreux mis à la disposition des cliniciens. Ces composés, souvent dérivés de produits 

d’origine naturelle, sont fréquemment administrés dans de nombreuses pathologies 

cancéreuses tant chez l’adulte que dans la population pédiatrique. Cependant, le succès 

clinique qui les caractérise s’accompagne de la survenue de phénomènes de résistance et 

d’effets indésirables soulignant l’intérêt de mieux déchiffrer le mécanisme d’action 

cellulaire de ces agents afin de pouvoir les utiliser à bon escient. 

4.1.  D’hier à aujourd’hui : présentation des acteurs et de leurs propriétés  

Longtemps, les agents anti-microtubules ont été appelés « anti-mitotiques » ou encore 

« poisons du fuseau ». La découverte de leur action sur le système tubuline/microtubule a 

permis de mieux les caractériser et ainsi de les dénommer agents anti-microtubules (MTA) 

ou encore agents anti-tubuline. Ayant initialement démontré des effets opposés sur les 

microtubules in vitro, ces agents ont été catégorisés en deux familles : d’une part les agents 

dépolymérisants (exemples des Vinca-alcaloïdes et colchicinoïdes) et d’autre part les agents 

stabilisants (exemples des Taxanes et Épothilones) (Jordan and Wilson, 2004). A ce jour, cinq 

sites de fixation ont été découverts pour les MTA et sont dénommés en fonction de la famille 

de médicaments qui les ciblent : sites des Vinca-alcaloïdes, site de la colchicine, site des 

Taxanes, sites des Epothilones et site du laulimalide (Figure 14 ; Field et al., 2014; Liu et al., 

2014).  

Les nombreuses recherches réalisées sur la compréhension de leur mécanisme d’action ont 

révélé que, en réalité, tous ces agents perturbaient de façon commune les propriétés 

dynamiques des microtubules, et ainsi possédaient un impact sur l’ensemble des fonctions 

mitotiques et interphasiques microtubulaires.  
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D’un point de vue mécanistique, les premières études faites sur les MTA avaient démontré 

qu’ils entrainaient un blocage de la cellule en mitose provoquant un arrêt de la prolifération 

cellulaire (Jordan et al., 1991, 1993). Depuis, les nombreux travaux entrepris ont mis en 

lumière que les MTA possédaient différentes fonctions selon les doses auxquelles ils sont 

administrés. En effet, à de fortes concentrations, in vitro, les MTA vont perturber 

l’assemblage des microtubules pouvant former alors des bundles ou des paracristaux selon la 

classe de MTA (Turner and Margolis, 1984; Verdier-Pinard et al., 1999). Utilisés à des doses 

dites cliniques, il est désormais admis que les MTA impactent sur l’instabilité dynamique du 

réseau microtubulaire entrainant l’inhibition des fonctions interphasiques et mitotiques des 

microtubules essentielles aux cellules cancéreuses telles que la migration, la prolifération ou 

encore la division cellulaire (Field et al., 2014; Honore et al., 2005). Les travaux réalisés ces 

dernières années ont démontré que les MTA ciblaient tout particulièrement les complexes 

protéiques des +TIP aux extrémités (+) des microtubules et notamment la protéine EB1 

(Mohan et al., 2013). En effet, elle représente un acteur majeur dans le mécanisme d’action de 

ces agents anticancéreux puisqu’en inhibant son accumulation aux extrémités (+) des 

microtubules, les MTA provoquent une suppression de la dynamique microtubulaire et donc 

un dérèglement des fonctions cellulaires telles que la migration (Kapoor and Panda, 2012; 

Pagano et al., 2012; Rovini et al., 2010). Ces agents provoquent également un dérèglement du 

trafic intracellulaire comme par exemple la perturbation de la translocation nucléaire de HIF-

1α (Hypoxia-inducible factor 1α), facteur pro-angiogénique et pro-survie (Carbonaro et al., 

2012). Ces anticancéreux se sont révélés avoir également des effets sur la migration, la 

motilité et la prolifération des cellules endothéliales (Field et al., 2014). Ainsi, ils vont 

endommager directement les vaisseaux sanguins au sein de la tumeur suite à la déstructuration 

du réseau microtubulaire altérant alors l’activité des Rho-GTPases jouant un rôle important au 

niveau des plaques d’adhésion (Kanthou and Tozer, 2009; Wittmann and Waterman-Storer, 

2001). Enfin, ces dernières années, des propriétés anti-angiogéniques ont été découvertes 

lorsque les MTA sont utilisés à de faibles doses. Ils ont alors la capacité d’inhiber la 

formation de structures similaires à des vaisseaux sanguins dans les tests in vitro (Honoré et 

al., 2008; Pourroy et al., 2006; Schwartz, 2009). Au sein de la tumeur, ces nouveaux 

vaisseaux sont indispensables pour la prolifération et l’invasion tumorale puisque source 

d’énergie pour les cellules cancéreuses et, à terme, pour le développement de métastases. 

Les effets anticancéreux des MTA ne se limitent pas aux activités citées ci-dessus. En effet, il 

est clairement établi de nos jours, que ces agents n’agissent pas uniquement sur le réseau 
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microtubulaire mais possèdent également une action complémentaire sur les mitochondries 

notamment en y déclenchant le phénomène d’apoptose. Ce chapitre étant consacré aux 

microtubules, cet impact mitochondrial sera détaillé dans le chapitre 2 ci-dessous. 

4.2. Utilisation clinique : un succès acquis depuis plusieurs décennies… 

Les MTA sont fréquemment administrés en clinique, seuls ou en association avec d’autres 

agents de chimiothérapie, dans le traitement de nombreux cancers solides et d’hémopathies 

malignes chez l’adulte et l’enfant. L’utilisation clinique des Vinca-alcaloïdes remonte 

maintenant à plusieurs décennies. A la différence des Taxanes, la vincristine et la vinblastine 

sont administrés fréquemment dans la population pédiatrique. Cinq composés sont 

actuellement administrés dans de nombreux cancers solides (neuroblastome, cancers du sein, 

du poumon ou encore des testicules) mais également pour le traitement d’un certain nombre 

d’hémopathies malignes (leucémies aigües, maladie de Hodgkin et lymphomes non-

hodgkiniens). Ces agents sont administrés par voie intraveineuse hormis la Navelbine® qui 

possède aussi une forme galénique encapsulée qui peut ainsi être administrée per os chez le 

patient. L’ensemble de leurs indications est répertorié dans le Tableau 1. En ce qui concerne 

les Taxanes, au cours de ces vingt dernières années, ils se sont imposés comme des agents 

anticancéreux majeurs dans l’arsenal thérapeutique des cliniciens. Les AMM obtenues, à ce 

jour, par les Taxanes en France sont présentées dans le Tableau 2 (au dos de la page). En plus 

de ces indications, ils sont aussi administrés dans d’autres pathologies après échec ou 

intolérance des protocoles de traitement habituels.  

Malgré leur utilisation en clinique depuis maintenant plusieurs décennies, ces composés 

suscitent toujours autant d’intérêt et sont inclus dans de nombreux travaux de recherche 

fondamentale et clinique afin d’améliorer encore leur efficacité. Par exemple, des études ont 

été entreprises afin de développer de nouvelles formulations galéniques du paclitaxel ne 

possédant plus de crémophore EL dans ses excipients, à l’origine de réactions 

d’hypersensibilité. Dans ce contexte, ces dernières années, le domaine des nanotechnologies, 

devenu un domaine en pleine effervescence, semble prometteur. Le meilleur exemple de 

l’efficacité de ces nanoparticules est le nab-paclitaxel (Nanoparticle-Albumin bound ; 

Abraxane®) qui a permis une meilleure tolérance du paclitaxel ainsi qu’une meilleure 

efficacité en augmentant la sélectivité de l’agent thérapeutique pour les cellules tumorales 

(« drug delivery ») (Wilczewska et al., 2012; Yardley, 2013). Suite à deux essais cliniques de 

phase III concluants (Gradishar et al., 2005; Von Hoff et al., 2013), l’Abraxane® a obtenu 
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l’AMM en 2nde ligne en monothérapie du traitement du cancer du sein métastatique et, en 

association avec la gemcitabine, dans le traitement de première ligne de l’adénocarcinome du 

pancréas métastatique (Tableau 2). Une étude de phase III réalisée chez des patients atteints 

d’un cancer du poumon non-à-petites cellules avancé a également démontré l’intérêt 

d’associer l’Abraxane® au carboplatine par rapport à la formulation « classique » du Taxol® 

(Gupta et al., 2014; Satouchi et al., 2013; Socinski et al., 2012).  

De nouveaux composés ont également été découverts dernièrement comme par exemple 

l’éribuline (Halaven®). Il fait partie de la famille des halichondrines aux côtés des Vinca-

alcaloïdes et des Taxanes dans la classe des MTA. Il possède des propriétés anti-vasculaires et 

anti-angiogéniques et il cible l’extrémité (+) des microtubules inhibant alors la dynamique 

microtubulaire (Dybdal-Hargreaves et al., 2015; Jordan et al., 2005; Smith et al., 2010). 

Récemment, une étude a mis en évidence l’impact de l’éribuline sur la délocalisation d’EB1 

probablement à l’origine des effets sur la dynamique des microtubules (O’Rourke et al., 

2014). Ce composé est administré en monothérapie dans le traitement de 2nde intention des 

patientes atteintes d’un cancer du sein localement avancé ou métastatique (Cortes et al., 2012; 

Shetty and Gupta, 2014). Enfin, dans les derniers nés de la classe des agents anti-

microtubules, nous pouvons citer le Kadcyla® faisant partie de la classe des médicaments 

couplés à des anticorps (ADC – antibody-drug conjugate) puisqu’il correspond à l’association 

du trastuzumab avec le DM1, inhibiteur des microtubules dérivé de la maytansine. Il est 

administré en monothérapie dans le cancer du sein HER2 positif métastatique ou localement 

avancé non résécable (Wong and Hurvitz, 2014). 

4.3.  … Un succès cependant mesuré exigeant de nouvelles stratégies  

L’administration des MTA dans de nombreuses pathologies cancéreuses est le reflet de leur 

grande efficacité anti-tumorale. Mais malgré leur place prépondérante incontestable dans 

l’arsenal thérapeutique anticancéreux, les MTA voient leur utilisation limitée pour deux 

raisons. D’une part, l’émergence de cellules tumorales résistantes au traitement est de plus 

en plus rencontrée entraînant un échec au protocole thérapeutique chez ces patients et, d’autre 

part, ils sont fréquemment responsables d’effets indésirables majeurs altérant grandement la 

qualité de vie des patients et nécessitant ainsi l’adaptation des posologies voire l’arrêt du 

traitement. Mais pour pallier ces phénomènes, la recherche s’oriente dans différents domaines 

comme le développement de nouvelles formulations galéniques des MTA ou encore la mise 

en place de nouveaux schémas de traitement. Dans ce contexte, malgré leur découverte il y a 

maintenant plusieurs décennies, ces composés restent toujours dans l’ère du temps et font 



 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 15 : Représentation schématique de la P-gp. 
Issue de l’expression du gène MDR1, la P-gp est une protéine transmembranaire possédant deux sites 

de liaison à l’ATP permettant l’efflux de nombreuses molécules. Sa sur-expression est responsable de 

résistance non-spécifique à de nombreux anticancéreux, notamment les MTA, et est ainsi corrélée à un 

facteur de mauvais pronostic (Gottesman et al., 2002). 
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l’objet de nombreux travaux tant en recherche fondamentale qu’en recherche translationnelle 

et clinique. 

4.3.1. Emergence des phénomènes de résistance 

Le premier obstacle à l’utilisation des MTA en clinique est l’existence de phénomènes de 

résistance. Le premier mécanisme de résistance pouvant être développé par les cellules 

cancéreuses est associé à l’acquisition du phénotype MDR (Multidrug resistance) par 

l’intermédiaire des pompes à efflux (ou transporteurs) retrouvées au niveau de la membrane 

cellulaire avec en tête de file la protéine P-gp (P-glycoproteine) issue de l’expression du gène 

MDR1 (multi-drug resistance 1 appelé aussi ABCB1) (Fojo and Menefee, 2005; Nobili et al., 

2012 ; Gottesman et al., 2002 ; Figure 15). Sa sur-expression corrèle généralement avec une 

résistance non-spécifique notamment aux Taxanes comme aux Vinca-alcaloïdes (Cordo 

Russo et al., 2008; Estève et al., 2006; Shirakawa et al., 1999). Pour pallier ce phénomène, 

plusieurs stratégies thérapeutiques ont vu le jour comme l’utilisation de composés 

antagonistes de ces pompes, tels que les cyclosporines et les inhibiteurs calciques ou d’autres 

composés en développement dits de 3ème génération (Helgason et al., 2006; Kelly et al., 2012; 

Lee et al., 2014). Cependant, leur efficacité thérapeutique semble pour le moment limitée. 

D’autres travaux sont en cours afin de développer de nouveaux composés n’étant pas substrat 

de ces pompes à efflux. Parmi eux, les agents de la famille des Épothilones promettaient un 

bel avenir pour remédier à ce problème de résistance (Perez, 2009; Pronzato, 2008). 

Cependant, à ce jour, aucune Épothilone n’a obtenu d’AMM même si elles font toujours 

l’objet de nombreux essais cliniques. Enfin, récemment, plusieurs approches ont mis en 

lumière l’intérêt des nanotechnologies pour contourner la résistance due à l’expression 

membranaire de la P-gp. En 2014, des travaux réalisés in vitro et in vivo dans le cancer 

hépatique a montré une plus grande efficacité du paclitaxel couplé à des micelles (Jin et al., 

2014). Une autre stratégie serait de coupler dans des nanoparticules du paclitaxel avec un 

inhibiteur pharmacologique de la P-gp. Cette association, dans le cancer du poumon, a montré 

une plus grande efficacité que l’utilisation du paclitaxel seul in vitro et in vivo (Gao et al., 

2014). 

En parallèle de ces mécanismes de résistance non-spécifiques, un des phénomènes de 

résistance aux MTA bien connu est l’altération directe d’une de ses cibles. En effet, 

l’expression différentielle des isotypes de tubuline et leurs différentes MPT (modifications 

qualitatives et quantitatives) influencent le comportement de la cellule vis-à-vis des MTA. 
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L’exemple le plus fréquemment rencontré et le plus documenté est celui de la sur-expression 

de l’isotype ȕIII de tubuline retrouvée dans de nombreux cancers - poumon, sein, ovaire, 

estomac (Sève and Dumontet, 2008). Mais les conséquences de l’expression de cet isotype ne 

sont pas aussi linéaires sur la réponse des cellules cancéreuses aux MTA. En effet, des travaux 

réalisés en β01γ par l’équipe de C. Ferlini ont porté sur une méta-analyse de 59 études 

translationnelles comportant différentes pathologies cancéreuses (poumon, sein, ovaire, 

colorectal…) afin d’étudier le rôle de l’isotype ȕIII dans la réponse aux MTA. Suite à ces 

travaux, ils en ont conclu que, en réalité, la sur-expression de ȕIII agirait plutôt comme un 

facteur pronostic en association avec l’analyse d’autres biomarqueurs plutôt qu’un facteur 

prédictif de la réponse aux traitements (Karki et al., 2013).  

A côté de la tubuline, d’autres cibles peuvent être impliquées dans la réponse aux MTA 

comme les différentes MAP. C’est le cas notamment de la protéine EB1. En effet, une 

récente étude réalisée in vitro a démontré que la sur-expression de la protéine EB1 diminuait 

l’efficacité du paclitaxel dans des cellules de carcinomes mammaires (Thomas et al., 2015). 

Cependant, à ce jour, peu de travaux ont été réalisés et des effets contradictoires ont été 

observés puisque les travaux d’Y. Luo démontrent qu’EB1 sensibilise l’action du paclitaxel 

dans des cellules de cancer du sein (Luo et al., 2014). Ces données sont en accord avec une 

étude réalisée in vitro qui a montré que la présence de la protéine EB1 sensibiliserait les 

microtubules à l’action des MTA (Mohan et al., 2013). Enfin, au sein du laboratoire, les 

travaux de R. Bergès ont corrélé la sur-expression d’EB1 à la sensibilisation des cellules à 

l’efficacité des Vinca-alcaloïdes in vitro et in vivo sur greffes orthotopiques de glioblastome 

(Berges et al., 2014).  

4.3.2. Effets indésirables 

Toute chimiothérapie anticancéreuse est contraignante, notamment à cause des effets 

indésirables qu’elle engendre et qui affectent considérablement la qualité de vie des patients. 

L’administration des MTA peut provoquer l’apparition d’effets indésirables dits 

« classiquement associés aux traitements anticancéreux », à savoir : l’alopécie, les toxicités 

digestives (nausées, vomissements, diarrhées) ainsi que les toxicités hématologiques 

(neutropénie, leucopénie, anémie) correspondant à l’atteinte des lignées cellulaires à 

prolifération rapide. Dans la majorité des cas, une chimioprophylaxie par prescription de 

sétrons – médicaments anti-émétiques antagonistes des récepteurs 5-HT3 de la sérotonine – 

est réalisée pour lutter contre les nausées et vomissements.  
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A côté de ces nombreux effets indésirables, les MTA engendrent des effets plus spécifiques. 

En effet, les Taxanes, et en particulier le Taxol®, provoquent fréquemment des réactions 

d’hypersensibilité qui peuvent être sévères et qui seraient dues à la présence du crémophore 

EL comme excipient (Picard and Castells, 2014). De plus, les MTA sont également connus 

pour entraîner des neuropathies périphériques induites par la chimiothérapie (CIPN) 

nécessitant la plupart du temps des adaptations de posologie. L’apparition de ces neuropathies 

est dose-dépendante et dose-cumulative. Dans la majorité des cas, les symptômes sont 

réversibles mais nécessitent l’arrêt du traitement (Argyriou et al., 2008). Les mécanismes à 

l’origine de ces CIPN ne sont encore que partiellement élucidés. Lutter contre l’apparition de 

ces troubles par association de neuroprotecteurs aux traitements anticancéreux est une piste 

sérieusement étudiée in vitro et in vivo (Bordet et al., 2008; Rovini et al., 2010) mais aucune 

molécule-candidat n’a pour le moment montré une efficacité prometteuse en clinique.  

4.3.3. Améliorations des stratégies de traitement  

En plus du développement d’inhibiteurs spécifiques de la P-gp et de l’amélioration des 

formulations galéniques avec le couplage aux nanoparticules, les recherches effectuées sur les 

MTA pour améliorer leur rapport efficacité/toxicité s’orientent vers l’élaboration de nouveaux 

schémas de traitement avec notamment la mise en place de protocole d’administration dit 
métronomique. Ce schéma est défini par l’administration fréquente et répétée d’agents 

anticancéreux à faibles doses, sans intervalle de pause contrairement au schéma dit MTD 

(dose maximale tolérée) où les agents anticancéreux sont prescrits à fortes doses le plus 

souvent toutes les trois semaines avec des intervalles de pause entre chaque cure. Les 

nombreuses études sur la chimiothérapie métronomique ont permis de définir ce traitement 

comme un traitement « multi-cibles » puisqu’il peut agir notamment sur l’immuno-

modulation via l’adaptation des cellules dendritiques ou encore la déplétion des lymphocytes 

T régulateurs, avoir un effet direct sur les cellules cancéreuses ou encore jouer un rôle dans 

l’évolution clonale des tumeurs. En plus, de leur rôle « multi-cibles », l’intérêt de la 

chimiothérapie métronomique est d’utiliser de faibles doses limitant ainsi le risque 

d’apparition d’effets indésirables chez le patient. La revue de N. André parue en 2014 

synthétise de façon complète les dernières avancées réalisées dans le domaine de la 

chimiothérapie métronomique impliquant notamment l’utilisation des MTA (André et al., 

2014). De façon intéressante, la forme orale étant particulièrement prédisposée au schéma 

métronomique (administration quotidienne), la Navelbine® forme orale s’est alors révélée être 

très attractive. Dans ce contexte, des travaux sur le développement d’une forme orale de 
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paclitaxel sont également en cours d’évaluation pour permettre son administration 

quotidienne plus aisément (Lim et al., 2015; Sharma et al., 2015).  

Une autre stratégie thérapeutique émergeant depuis quelques années fait appel aux thérapies 

ciblées. Les découvertes faites en cancérologie ont permis de mieux comprendre le 

phénomène de carcinogénèse et, ainsi, de développer des composés dirigés spécifiquement 

contre des cibles moléculaires connues (récepteurs, gènes, protéines) impliquées dans les 

voies de signalisation intracellulaire jouant un rôle dans la transformation des cellules 

cancéreuses ou dans le développement des tumeurs malignes. Ces thérapies ciblées sont 

utilisées dans le protocole de traitement de nombreux cancers en association avec des agents 

de chimiothérapie conventionnelle comme les MTA. C’est le cas notamment de l’Herceptin® 

en association avec le Taxol® ou le Taxotère® dans le cancer du sein métastatique avec sur-

expression tumorale de HER2 ou encore de l’Avastin® en association avec le Taxol® dans le 

cancer du sein métastatique en première intention et dans le cancer de l’ovaire dans les formes 

avancées. Ils font aussi l’objet de nombreux essais cliniques de phase II et III parmi lesquels 

nous pouvons citer : l’association du Nexavar® (anti-VEGF-R) avec le Taxol® 

[NCT00300885] ou le Taxotère® [NCT00619996] ou encore de l’Erbitux® (anti-EGF-R) avec 

le Docétaxel [NCT00042939]. En plus des thérapies ciblées citées ci-dessus, de très 

nombreuses molécules sont actuellement en cours de développement ciblant de nombreux 

composés intervenant dans les voies de signalisation intracellulaire. Parmi celles-ci, une de 

ces voies de signalisation va particulièrement nous intéresser ; il s’agit de la voie Akt jouant 

un rôle central dans les fonctions cellulaires et qui fait l’objet de nombreuses études en 

oncologie ces dernières années. Dans le chapitre 3 de ce manuscrit, nous nous intéresserons 

à cette protéine Akt et notamment à son rôle dans les pathologies cancéreuses. Comme 

nous le verrons, des inhibiteurs spécifiques d’Akt sont actuellement en cours de 

développement et vont se trouver au cœur de la deuxième partie de mes travaux de thèse. 

Mais avant cela, dans le chapitre suivant, nous allons faire plus ample connaissance avec 

un autre réseau essentiel à la cellule qu’est le réseau mitochondrial et, qui comme nous le 

verrons, joue un rôle crucial en cancérologie et en oncopharmacologie via l’utilisation des 

MTA.  
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Box 1 

Les Agents Anti-Microtubules représentent une classe d’anticancéreux 

prépondérante dans l’arsenal thérapeutique actuel. Mais leur utilisation se voit limitée 

par la survenue d’effets indésriables ou l’apparition de phénomènes de résistance. 

Mieux comprendre leur mécanisme d’action permettrait alors de les utiliser à meilleur 

escient. Dans ce contexte, au cours de ces travaux de thèse, nous nous intéresserons à 

la protéine EB1, représentante majeure de la régulation de la dynamique des 

microtubules et cible des MTA. Ainsi, les données obtenues enrichiront les 

connaissances acquises jusqu’à présent sur la régulation intracellulaire de cette 

protéine et amélioreront la compréhension de son rôle dans la réponse aux MTA.   



 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 16 : Représentation schématique de la structure et de la composition des mitochondries. 
La mitochondrie est composée de deux membranes séparées par l’espace inter-membranaire. Le cœur 
de la mitochondrie, dénommé matrice, contient les crêtes mitochondriales où se situent les complexes 

de la chaîne respiratoire : lieu de la production d’ATP et des ROS (Adapté du website BSCB). 
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CCHHAAPPIITTRREE  22  

  

RREESSEEAAUU  MMIITTOOCCHHOONNDDRRIIAALL  ::  FFOONNCCTTIIOONNSS  EETT  

IIMMPPLLIICCAATTIIOONNSS  EENN  OONNCCOOLLOOGGIIEE    
  

La mitochondrie naquit il y a de ça plusieurs millions d’années de la fusion de deux 

bactéries pour donner un eucaryote primitif possédant son propre génome de 16 kb chez les 

mammifères (ADNmt – acide désoxyribonucléique mitochondrial). C’est en 1858 que les 

travaux d’Albrecht von Kölliker décrivirent pour la première fois des structures particulières 

présentes sous forme de grains au sein de la cellule musculaire. Les progrès réalisés en 

microscopie dans les années suivantes ont permis de constater que ces structures pouvaient 

également s’organiser sous forme de filaments. Le terme de mitochondrie fut alors retenu 

provenant du grec « mitos » et « chondros » respectivement filaments et graines (proposé 

initialement par C. Benda en 1898). Les études réalisées par la suite sur ce compartiment 

intracellulaire ont été riches en découvertes même si, à ce jour, les mitochondries gardent 

encore quelques secrets.  

1. La mitochondrie…? Le réseau mitochondrial !  

1.1.  Structure et architecture d’un organite complexe 

Dans les années 1950, par microscopie électronique à transmission, l’équipe de G.E. Palade a 

décrit la mitochondrie comme un organite ovoïde de taille moyenne, comprise entre 0,5 et 1 

µm, composé de deux membranes – une membrane externe et une membrane interne – qui 

délimitent deux sous-compartiments : l’espace inter-membranaire et la matrice (Figure 16 ; 

Palade, 1952). La membrane externe a pour fonction principale de protéger la mitochondrie 

du reste de la cellule. Elle est perméable à toutes les petites molécules de moins de 10 kDa 

grâce à la présence de porines dont fait partie le VDAC (voltage dependent anion channel). 

Elle contient également des protéines permettant l’import, le tri et l’assemblage de protéines. 

La membrane interne se replie pour former les crêtes mitochondriales aux morphologies 

variables rattachées à la membrane interne sous-jacente par des structures appelées jonctions 

de crêtes (Frey and Mannella, 2000). C’est au niveau de ces crêtes mitochondriales que les 

complexes du système OXPHOS se situent, représentant ainsi la zone la plus active en 

synthèse d’ATP de la cellule (Dudkina et al., 2008). L’espace résiduel entre les deux 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 17 : Représentation par microscopie à épifluorescence du réseau mitochondrial grâce au 
marquage avec la protéine mtDsRed dans différents types cellulaires humains. 

(A) adénocarcinome pulmonaire (A549), (B) glioblastome (U87-MG), (C) adénocarcinome du colon 

(HT29-D4) et (D) cellules endothéliales de veine ombilicale (HUVEC) (photos réalisées au sein du 

laboratoire CRO2– microscope Leica IM-DRBE). Comme le montre ces différentes photos, les 

mitochondries sont, en réalité, retrouvées dans la cellule sous forme d’un réseau capable d’adapter sa 
morphologie en fonction de l’état physiologique de la cellule pour, ainsi, mieux répondre aux besoins 

énergétiques cellulaires. 
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membranes de la mitochondrie est appelé l’espace inter-membranaire et a une composition 

ionique proche de celle du cytosol. Enfin, le cœur de la mitochondrie est dénommé matrice 

mitochondriale en raison de sa forte viscosité due à la présence de nombreuses enzymes 

solubles des voies métaboliques telles que le cycle de Krebs, la ȕ-oxydation des acides gras 

ou encore une partie du cycle de l’urée. La matrice renferme également le génome 

mitochondrial composé de plusieurs copies identiques d’ADNmt ainsi que les protéines 

nécessaires à sa transcription puis la traduction en protéines. Il est important de noter que la 

protéosynthèse mitochondriale ne concerne qu’un nombre restreint de protéines (au nombre 

de 13 chez les mammifères) ; la majorité des protéines mitochondriales étant importée du 

cytoplasme (Alexeyev et al., 2013; Friedman and Nunnari, 2014). 

Lorsque nous parlons de mitochondries, nous devrions, en réalité, parler plutôt d’un réseau 

mitochondrial. En effet, elles vont, au sein de la cellule, s’assembler sous forme de petits 

bâtonnets ou de filaments de longueur variable ainsi que de localisation intracellulaire diverse 

en fonction des types cellulaires (Figure 17). Classiquement, le réseau mitochondrial est 

défini comme soit tubulaire soit fragmenté. En réalité, il peut prendre de nombreux aspects 

différents, en fonction de l’état physiologique de la cellule (initiation apoptotique, division 

cellulaire, phase de synthèse de l’ADN…) afin de répondre aux besoins énergétiques 

cellulaires de façon localisée. Dans la revue de G. Benard et R. Rossignol, douze qualificatifs 

ont été donnés pour classifier les différentes morphologies du réseau mitochondrial observées 

dans les cellules HeLa (Benard and Rossignol, 2008).  

1.2.  Formation d’un réseau hautement dynamique 

Ce réseau, tout comme le réseau microtubulaire cité dans le chapitre précédent, est une 

structure hautement dynamique. Les mitochondries peuvent fusionner et mélanger aussi 

bien leur membrane que leur contenu soluble. Inversement, un tube mitochondrial va être 

capable de se diviser pour donner naissance à deux mitochondries « filles ». Entre elles, les 

mitochondries vont donc pouvoir former des connexions physiques aboutissant à la formation 

d’un réseau capable de changer régulièrement et très rapidement à la fois de forme et de 

localisation cellulaire. Ce réseau peut être également qualifié de polarisé puisque les 

mitochondries sont capables de se déplacer le long des microtubules vers les extrémités (+) 

comme les extrémités (-) en fonction des demandes cellulaires. Cette dynamique des 

mitochondries est, comme nous le verrons ci-dessous, finement régulée au sein de la cellule 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 18 : Représentation schématique des phénomènes de fusion et de fission des 
mitochondries avec leurs principaux régulateurs protéiques. 

Le réseau mitochondrial va être soumis constamment à des phénomènes dynamiques lui permettant 

d’adapter sa morphologie. Les deux phénomènes observés sont les phénomènes de fusion où les 
mitochondries vont échanger leur contenu, à l’opposé du phénomène de fission où une mitochondrie 

va donner naissance à deux mitochondries. Dans le premier cas, les principaux acteurs sont représentés 

par les protéines OPA1 et MFN 1 et 2 (panel de gauche) tandis que dans la fission interviendront 

DRP1 et FIS1 (panel de droite) (Heymann and Hinshaw, 2009). 
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en faisant intervenir de nombreux acteurs et sera à l’origine des nombreuses fonctions 

mitochondriales vitales pour la cellule. 

1.2.1. Fusion – fission : une chorégraphie bien orchestrée 

La forme du réseau mitochondrial et, de surcroît, ses fonctions, sont maintenues grâce aux 

mécanismes de fusion et de fission dont il est doté. Le phénomène de fusion des 

mitochondries facilite la communication entre ces organites ainsi que le mélange de leur 

contenu leur permettant de palier des défauts de production et, ainsi, de maintenir leur 

fonctionnalité (Chen and Chan, 2010). A l’inverse, le mécanisme de fission (ou de division) 

favorise le transport et la distribution des mitochondries au sein de la cellule (Lackner and 

Nunnari, 2009). L’équilibre entre ces deux phénomènes assure l’intégrité du réseau 

mitochondrial et est médié par de nombreuses protéines. Parmi elles, celles dont le rôle 

central n’est plus discuté sont OPA1 (optic atrophy 1) et MFN 1 et 2 (mitofusines 1 et 2) pour 

la fusion, Drp1 (dynamine-related protein 1) et Fis1 (mitochondrial fission 1 protein)  pour la 

fission (Figure 18 ; Heymann and Hinshaw, 2009).  

Etant donné que les mitochondries possèdent une double membrane, le phénomène de fusion 

va se faire en deux étapes. Il est initié par MFN1 et MFN2 ; protéines ubiquitaires faisant 

partie de la famille des dynamines GTPases et localisées à la membrane mitochondriale 

externe (Santel and Fuller, 2001). Elles vont interagir entre elles pour former des homo- ou 

hétérodimères concourant au rapprochement des deux mitochondries. Le mécanisme 

permettant la fusion des membranes externes est encore mal connu mais il semblerait que 

l’activité GTPasique des MFN permettrait de fournir l’énergie nécessaire pour initier cette 

fusion (Chan, 2012). De plus, la formation de ces homo- ou hétérodimères entrainerait un 

changement de conformation des membranes mitochondriales déstabilisant la bicouche 

lipidique facilitant alors la fusion (Lackner, 2014). Les mitofusines peuvent être sous le 

contrôle de protéines particulières que sont les membres de la famille de Bcl-2 (B-cell 

lymphoma 2) jouant un rôle important dans l’apoptose. Par exemple, il a été démontré que la 

protéine pro-apoptotique Bax (Bcl-2-associated X protein) interagissait avec MFN2 stimulant 

alors la fusion des mitochondries (Hoppins et al., 2011). D’autres protéines peuvent réguler 

les mitofusines en inhibant leur activité pro-fusion comme par exemple la protéine MIB ou en 

stimulant la fusion mitochondriale comme la E3-ubiquitine ligase MARCH-V (Nakamura et 

al., 2006). Cette première étape réalisée, les membranes internes vont alors fusionner sous 

l’action d’OPA1. Plusieurs travaux ont démontré que l’absence d’OPA1 conduisait à une 

fragmentation du réseau mitochondrial par défaut de fusion (Chan, 2006; Griparic et al., 2004; 
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Meeusen et al., 2006). Le mécanisme d’action d’OPA1 dans ce processus reste pourtant très 

mal connu. Son activation se fait par clivage protéolytique opéré par la protéase de la 

membrane interne OMA1 ou encore Yme1L (Anand et al., 2014; Head et al., 2009). Deux 

études récentes ont notamment mis en lumière que ce clivage protéolytique était sous la 

dépendance de la phosphorylation oxydative et du potentiel membranaire mitochondrial 

(Mishra et al., 2014; Zhang et al., 2014a). 

Le phénomène de fission des mitochondries, aboutissant à la fragmentation du réseau, 

contribue quant à lui à assurer une distribution correcte de l’énergie en réponse aux besoins 

cellulaires en ATP. Il participe également au maintien des capacités bioénergétiques des 

mitochondries par turn-over naturel des mitochondries par autophagie (Twig et al., 2008). Le 

mécanisme d’action passe par l’interaction entre Fis1, enchâssée dans la membrane externe du 

compartiment mitochondrial et Drp1 initialement cytosolique (Smirnova et al., 2001). Le 

recrutement de Drp1 à la mitochondrie met également en jeu la protéine Mff (mitochondrial 

fission factor) (Otera et al., 2010). Une fois recrutée aux sites de fission, Drp1 agirait comme 

une mécano-enzyme utilisant l’hydrolyse du GTP pour permettre la constriction puis la 

scission membranaire. Le recrutement de plusieurs protéines Drp1 entraîne leur assemblage 

sous forme d’une structure hélicoïdale qui encercle alors la mitochondrie. L’hydrolyse du 

GTP provoque alors la scission des membranes mitochondriales (Lackner and Nunnari, 2009). 

Drp1 est soumise à de nombreux évènements de régulation. Par exemple, elle peut-être 

phosphorylée par le couple cycline B/CDK1 régulateur de l’entrée en mitose de la cellule. A 

l’opposé, la phosphorylation de Drp1 par la kinase AMPK inhibe la fission du réseau 

mitochondrial de façon réversible (Cribbs and Strack, 2007), tout comme son ubiquitination 

par la protéine MARCH-V. Cette dernière est également responsable de l’inhibition de Fis1 

par ubiquitination (Nakamura et al., 2006).  

1.2.2. Motilité mitochondriale  

La motilité mitochondriale est indissociable des phénomènes de fusion-fission. Le transport 

des mitochondries joue un rôle très important pour assurer leur bonne distribution au sein de 

la cellule afin de répondre aux besoins énergétiques localisés. Chez les mammifères, ce 

transport s’effectue le long du réseau microtubulaire servant alors de véritables rails pour 

les mitochondries. Les premières études réalisées en utilisant des agents perturbant 

spécifiquement le réseau microtubulaire, tels que le nocodazole ou la vinblastine, ont 

démontré la corrélation entre dynamique microtubulaire et distribution mitochondriale (Ligon 



 

 

 
 

Figure 19 : Représentation schématique du transport antérograde et rétrograde des 
mitochondries au niveau des axones des neurones. 

Les mitochondries sont capables de se déplacer dans la cellule le long des microtubules qui leur 

servent de rails de support. Pour étudier ce mécanisme, le modèle neuronal est le plus souvent utilisé 

de part la longueur importante des axones. Lorsque les mitochondries se déplacent vers la périphérie 

cellulaire, il s’agit du transport antérograde et, inversement, vers le corps cellulaire c’est le transport 
rétrograde (Saxton and Hollenbeck, 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 20 : Représentation schématique de l’interaction des mitochondries avec le réseau 
microtubulaire via les protéines motrices et adaptatrices. 

Pour se déplacer le long des microtubules, les mitochondries vont interagir avec des protéines motrices 

que sont les kinésines et les dynéines. Classiquement, les premières interviennent dans le transport 

antérograde et les dynéines dans le transport rétrograde. Des protéines adaptatrices sont également 

présentes dans le transport des mitochondries parmi lesquelles nous pouvons citer les protéines Miro, 

Milton ou encore la syntaphiline (Adaptation de Sheng et al., 2014). 
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and Steward, 2000; Morris and Hollenbeck, 1995). Par la suite, les travaux faits en 

microscopie électronique ont permis de mettre en évidence des points de contacts entre 

mitochondries et microtubules (Yaffe et al., 2003). Le transport des mitochondries dans les 

axones des neurones, effectué sur de longues distances, est par excellence le modèle d’étude 

des mécanismes de transport et de distribution du réseau mitochondrial. Très vite, deux types 

de transport ont été décrits : le transport antérograde s’effectuant du corps cellulaire vers les 

terminaisons axonales et, inversement, le transport rétrograde allant des synapses vers le 

corps cellulaire (Figure 19 ; Saxton and Hollenbeck, 2012). Le mouvement des mitochondries 

le long des microtubules semblerait dépendant de leur fonction énergétique puisqu’il a été 

démontré que les mitochondries dépolarisées sont principalement transportées dans le sens 

rétrograde tandis que celles dont le potentiel membranaire est maintenu se dirigent dans le 

sens antérograde (Miller and Sheetz, 2004). Ce dernier interviendrait donc dans l’apport des 

mitochondries à leur site d’action alors que le transport rétrograde permettrait la dégradation 

et le recyclage des organites au niveau du corps cellulaire. Cependant, cette corrélation reste 

encore controversée puisque des études ont montré qu’une diminution du potentiel 

membranaire des mitochondries ne perturberait pas leur sens de direction dans les axones, 

voire même qu’elle réduirait le transport des mitochondries dans les deux sens (Baqri et al., 

2009; Verburg and Hollenbeck, 2008).  

Les déplacements intracellulaires des mitochondries nécessitent l’intervention de protéines 

motrices spécifiques. Interacteurs directs des microtubules, ces dernières sont divisées en 

deux grandes familles : les kinésines et les dynéines. Leur structure inclut des chaînes lourdes 

qui possèdent un domaine hautement conservé permettant l’hydrolyse de l’ATP, générant 

ainsi la force motrice nécessaire au déplacement des mitochondries (Carter et al., 2011; Rice 

et al., 1999). Les dynéines sont formées d’un complexe composé de plusieurs sous-unités 

comme le complexe dynactine (comportant un domaine CAP-Gly) ou encore la protéine 

p150Glued. Le domaine moteur se trouve au niveau des chaînes lourdes du complexe et permet 

le déplacement vers les extrémités (-) des microtubules (Höök and Vallee, 2006). Le cas des 

kinésines est plus complexe. Elles sont classées selon la position de leur domaine moteur au 

sein de leur séquence. Lorsqu’il est en position N-terminale, les kinésines vont se déplacer 

vers les extrémités (+) des microtubules et, inversement, lorsqu’il est retrouvé en position C-

terminale, les protéines avancent vers les extrémités (-) des microtubules. Le domaine moteur 

peut également être situé en position centrale et, dans ce cas les kinésines sont dites non-

motrices (Kinésines 13 ou MCAK) (Boldogh and Pon, 2007; Gouveia and Akhmanova, 

2010 ; Sheng, 2014 ; Figure 20). Deux membres de la famille des kinésines sont plus 



!



44 
 

particulièrement décrits comme impliqués dans le transport des mitochondries : la KIF5B de 

la famille des kinésine-1 et la KIF1B de la famille des kinésine-3 (Hirokawa and Takemura, 

2005).  

L’interaction des mitochondries avec les protéines motrices    et donc avec le système 

microtubulaire     se fait par l’intermédiaire de protéines adaptatrices (Figure 20). Les mieux 

caractérisées sont les protéines Miro et Milton. Ces dernières permettent le mouvement 

antérograde des mitochondries en assurant leur interaction avec les kinésines. Milton a été 

démontrée comme interagissant directement avec la chaîne lourde de KIF1B et également 

avec la protéine Miro reliée aux mitochondries (Boldogh and Pon, 2007). Enfin, d’autres 

protéines sont répertoriées pour faciliter l’ancrage des mitochondries sur les microtubules. 

C’est le cas de la syntaphiline, transportée le long des axones en même temps que les 

mitochondries. Lorsqu’elle est associée aux mitochondries, une stabilisation de celles-ci est 

alors observée permettant un enrichissement des synapses en mitochondries indispensable au 

bon fonctionnement neuronal  (Das et al., 2003; Kang et al., 2008).  

Les liens étroits unissant réseau microtubulaire et réseau mitochondrial sont encore renforcés 

par l’existence de plusieurs MAP ayant une fonction régulatrice des protéines motrices 

kinésines et dynéines. Par exemple, il a été montré que l’inhibition de MAP1B et de Tau 

entrainait respectivement une augmentation de la vitesse de transport rétrograde et 

antérograde des mitochondries dans des cultures de neurones de souris KO pour chaque 

protéine (Jiménez-Mateos et al., 2006). La protéine EB1 joue également un rôle dans la 

régulation du transport des mitochondries. En effet, il a été démontré le rôle primordial d’EB1 

dans le recrutement de la dynéine pour initier le mouvement rétrograde des mitochondries le 

long des axones. En effet, EB1 accumulée aux extrémités (+) des microtubules permet le 

recrutement de CLIP-170. Cette dernière permet alors la fixation de p150glued via son domaine 

CAP-Gly aboutissant au recrutement du complexe dynactine (Moughamian et al., 2013). 

Enfin, des études ont mis en évidence que les modifications post-traductionnelles de la 

tubuline pouvaient également intervenir dans la régulation du trafic mitochondrial. 

L’acétylation de l’α-tubuline ou encore sa détyrosination ainsi que la polyglutamylation de 

l’α- et ȕ-tubuline entraînent une augmentation de l’affinité pour la kinésine-1 et donc, favorise 

le transport antérograde des mitochondries (Bulinski, 2007; Daire et al., 2009; Reed et al., 

2006).  

Le réseau mitochondrial est donc capable de moduler rapidement sa structure et de 

s’adapter aux besoins énergétiques cellulaires. Cette plasticité mitochondriale, ou 
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« mitoplasticité », est essentielle au bon déroulement de diverses fonctions cellulaires qui 

reposent sur des processus gouvernés par les mitochondries. 

2. Fonctions des mitochondries : réseau aux multiples facettes 

Si le rôle premier des mitochondries reste celui de producteur efficace d’ATP cellulaire, il ne 

faudrait cependant pas les cantonner uniquement au rôle de centrale énergétique. En effet, les 

mitochondries possèdent bien d’autres fonctions au sein de la cellule. Elles sont notamment 

capables de réguler les niveaux de messagers secondaires tels que les espèces réactives de 

l’oxygène (ROS). Par conséquent, les mitochondries se retrouvent au carrefour des voies de 

signalisation intracellulaire et participent ainsi à la régulation de nombreuses fonctions telles 

que la différentiation, l’immunité, l’autophagie ou encore l’homéostasie cellulaire (Tait and 

Green, 2012). Dans le paragraphe qui va suivre, je vais décrire uniquement le rôle du réseau 

mitochondrial dans la production d’énergie, la synthèse des ROS ainsi que dans le 

déclenchement de l’apoptose. Comme nous le verrons par la suite, la dérégulation de ces 

trois fonctions est désormais caractérisée comme à la fois cruciale dans le développement 

tumoral et  induite par les traitements anti-cancéreux. 

2.1.  Centrale énergétique de la cellule : fonctionnement et régulation de la chaîne 

respiratoire 

Les mitochondries peuvent être définies comme l’organite du métabolisme énergétique de 

la cellule. Elles sont impliquées dans de nombreux processus tels que la ȕ-oxydation des 

acides gras, le cycle de Krebs, certaines étapes de la néoglucogénèse ou encore le cycle de 

l’urée. Mais leur principale fonction repose sur la production d’ATP : molécule énergétique 

fondamentale pour la survie cellulaire. 

2.1.1. Production d’ATP 

Le fonctionnement du système de transport des électrons (STE) et des complexes de la 

phosphorylation oxydative (OXPHOS), composant la chaîne respiratoire mitochondriale, a été 

décrit pour la première fois par l’équipe de P. Mitchell sous le nom de la théorie chimio-

osmotique (Mitchell, 1961). Le catabolisme des glucides, acides aminés et acides gras va 

permettre la réduction de coenzymes que sont le NAD+ (nicotinamide adénine dinucléotide) 

et le FAD (flavine adénine dinucléotide). Les équivalents réduits sous forme de NADH+H+ et 

FADH2 vont être fournis à la chaîne d’oxydoréduction mitochondriale constituée de quatre 

complexes protéiques : le complexe I (NADH-ubiquinone oxydoréductase), le complexe II 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 21 : Représentation schématique de la chaîne respiratoire mitochondriale. 
 Située au niveau des crêtes mitochondriales, la chaîne respiratoire est constituée de quatre complexes 

associés à deux transporteurs d’électrons mobiles. Le fonctionnement de la chaîne respiratoire 
provoque le relargage dans l’espace inter-membranaire des protons H

+
 créant ainsi un gradient de pH 

et engendrant un potentiel de membrane. Grâce au couplage du complexe V, les protons H
+
 retournent 

dans la matrice mitochondriale permettant ainsi la phosphorylation de l’ADP en ATP  
(Bellance et al., 2009). 
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(succinate-ubiquinone oxydoréductase), le complexe III (ubiquinone-cytochrome c 

oxydoréductase) et le complexe IV (cytochrome c oxydase). A ces complexes s’associent 

deux transporteurs d’électrons mobiles : l’ubiquinone et le cytochrome c (Figure 21). Les 

coenzymes réduits sont alors à nouveau oxydés par transfert de leurs électrons le long de cette 

chaîne vers un accepteur final qui est l’oxygène. Chronologiquement, le NADH cède ses 

électrons au complexe I tandis que le FADH2 le fait au niveau du complexe II. Les électrons 

sont ensuite transportés par l’ubiquinone jusqu’au complexe III. A ce stade, ils sont pris en 

charge par le cytochrome c puis libérés au niveau du complexe IV où ils sont utilisés pour la 

réduction de l’oxygène en eau. Le transfert des électrons s’accompagne d’un pompage de 

protons H+ de la matrice mitochondriale vers l’espace inter-membranaire au niveau des 

complexes I, III et IV. Ce flux de protons crée alors un gradient de pH et engendre un 

potentiel de membrane. Il en résulte un gradient électrochimique de proton, dénommé la force 

proton-motrice (Δp), qui permet alors le retour des H+ dans la matrice au niveau du complexe 

V (complexe F0-F1 ATP synthase) et ainsi, la phosphorylation de l’ADP en ATP (Bellance 

et al., 2009; Benard and Rossignol, 2008).  

Le principal nutriment utilisé par la cellule comme source d’énergie est le glucose. Pour une 

molécule consommée, le rendement énergétique va dans ces conditions fournir 36 molécules 

d’ATP. Avant d’aboutir à la synthèse d’ATP, trois grandes étapes sont alors nécessaires :  

1) La glycolyse, qui a lieu dans le cytoplasme de la cellule, aboutissant à la production de 

pyruvate 

2) Le cycle de Krebs, permis grâce à l’entrée du pyruvate dans la matrice mitochondriale qui 

fournit l’acétyl-CoA  

3) Le fonctionnement de la chaîne respiratoire, alimentée par les coenzymes NADH+H+ et 

FADH2 générés par le cycle de Krebs. 

2.1.2. Régulation de la chaîne respiratoire mitochondriale 

La bioénergétique des mitochondries est intimement liée à leur dynamique. En effet, les 

premiers travaux réalisés dès la fin des années 1960 ont permis d’observer que la structure du 

réseau mitochondrial changeait en fonction du statut métabolique de la cellule (Hackenbrock, 

1966). Depuis, de nombreuses études ont été réalisées permettant de mieux comprendre cette 

étroite relation. Par exemple, il a été démontré dans différents modèles cellulaires (cancéreux 

et non cancéreux) que l’apport de galactose/glutamine à la place de glucose entrainait une 

adaptation des mitochondries à la fois au niveau morphologique (condensation des 

mitochondries et ramification du réseau) et au niveau de son activité de phosphorylation 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 22 : Représentation schématique de l’adaptation de la dynamique des mitochondries en 
fonction de la demande énergétique de la cellule. 

De nos jours, l’hypothèse que les mitochondries adapteraient leur réseau en fonction du statut 

énergétique de la cellule semble la plus probable. La fusion des mitochondries serait ainsi augmentée 

lorsque la demande énergétique de la cellule est élevée (à droite) et, inversement, dans les cellules 

dites « au repos », le réseau serait fragmenté permettant notamment l’élimination des mitochondries 
endommagées (Adaptation Westermann, 2012). 



47 
 

oxydative (synthèse protéique des complexes respiratoires, production de ROS) (Rossignol et 

al., 2004). De plus, l’inhibition endogène (lignées ρ(-) dépourvues d’ADNmt) ou exogène 

(inhibiteurs pharmacologiques) des complexes de la chaîne respiratoire induit une 

fragmentation du réseau mitochondrial, démontrant encore une fois le lien étroit entre la 

fonction énergétique de la mitochondrie et la structure de son réseau (Benard et al., 2007; 

Gilkerson et al., 2000; De Vos et al., 2005).  

Par ailleurs, si la modification des fonctions énergétiques des mitochondries concoure à un 

changement dans l’équilibre fission/fusion, des effets similaires s’observent lorsque des 

perturbations des protéines de la dynamique mitochondriale existent. Par exemple, l’inhibition 

de l’expression de MFNβ entraîne la diminution du potentiel de membrane mitochondrial et 

de l’expression des complexes de la chaîne respiratoire (Bach et al., 2003; Pich et al., 2005). 

De même, l’inhibition de l’expression d’OPA1 conduit à une dissipation du potentiel de 

membrane mitochondrial associée à une fragmentation accrue du réseau (Olichon et al., 

2003). Toutes ces données suggèrent ainsi une relation bidirectionnelle entre structure du 

réseau mitochondrial et fonctions énergétiques. De nos jours, l’hypothèse que le réseau 

mitochondrial adapterait sa morphologie aux besoins énergétiques de la cellule semble la plus 

probable. La fusion des mitochondries serait augmentée lorsque les besoins énergétiques 

cellulaires sont importants. A l’opposé, la fragmentation mitochondriale s’observerait 

majoritairement dans les cellules où la demande en énergie est faible (Twig et al., 2008 ; 

Westermann, 2012 ; Figure 22). 

2.2. Mitochondries et apoptose 

La mort cellulaire programmée aboutit à la destruction des cellules. C’est un processus 

physiologique finement régulé intervenant dans de nombreuses fonctions de l’organisme 

telles que l’embryogénèse, la morphogénèse ou l’immunité (Meier et al., 2000; Rathmell and 

Thompson, 2002). Historiquement, le mot apoptose provient du grec signifiant « chute » et a 

été employé dès l’Antiquité par Hippocrate de Kos (460-377 avant Jésus Christ) pour décrire 

la décomposition post-mortem des corps (« chute des os »). Mais ce n’est qu’en 197β que J. 

Kerr, A. Willye et A. Curie introduisirent cette notion pour désigner un modèle de mort 

cellulaire nouvellement observé, différent du modèle de nécrose. Leurs travaux décrivaient 

alors la nécrose comme un phénomène passif faisant suite à une agression extérieure, tandis 

que la mort par apoptose était définie comme un processus actif, organisé temporellement, au 

cours duquel la cellule exprimait un ensemble de gènes entraînant des modifications 

morphologiques, biochimiques et structurales aboutissant à sa destruction complète (Kerr et 
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al., 1972). Par la suite, ce sont des travaux menés par J. Sulston, S. Brenner et R. Horvitz sur 

les nématodes qui ont permis de mieux comprendre ce phénomène de mort programmée 

(Marx, 2002) ; avancée majeure dans la connaissance de la biologie de la cellule leur 

permettant de recevoir le prix Nobel de Médecine et de Physiologie en 2002. Il est à noter 

que, de nos jours, la nécrose est désormais définie également comme une mort cellulaire 

programmée et non un phénomène passif.  

Au cours de l’apoptose, de nombreuses modifications biochimiques sont rencontrées : 

modification des flux calciques à l’origine de l’activation de nombreuses enzymes telles que 

les endonucléases, activation des protéinases cystéine-aspartate dépendantes (caspases), 

génération de radicaux libres ou encore perte de l’asymétrie de la membrane plasmique avec 

externalisation de la phosphatidylserine (PS). Tous ces changements surviennent en réponse à 

une grande variété de signaux (carence en facteurs de croissance, cytokines, exposition aux 

ultra-violets, carence en glucose, radiothérapie, chimiothérapie…) définissant deux voies de 

signalisation apoptotique : la voie extrinsèque dite des récepteurs de mort et la voie 

intrinsèque dite mitochondriale. 

Ces deux voies vont, de façon commune, concourir à l’activation de protéinases spécifiques 

de l’apoptose que sont les caspases. Elles présentent une spécificité stricte de clivage de leurs 

substrats après un résidu aspartique (Alnemri et al., 1996). Toutes les caspases ont une 

structure hautement conservée et sont synthétisées sous forme de précurseurs inactifs dans le 

cytoplasme ou zymogènes. Douze caspases sont à ce jour connues chez l’homme et peuvent 

classiquement être divisées en trois groupes : les caspases jouant un rôle dans l’inflammation, 

les caspases initiatrices et les caspases effectrices ; ces deux derniers regroupant les caspases à 

activité pro-apoptotique. Le groupe des initiatrices rassemblent les caspases 2, 8, 9 et 10 

possédant un pro-domaine N-terminal long et jouant un rôle dans l’activation de la cascade 

protéolytique. Les effectrices, possédant un pro-domaine court, réunissent les caspases 3, 6 et 

7 et ont pour rôle de cliver les substrats nucléaires et cytoplasmiques (Kuranaga, 2012; Poreba 

et al., 2013; Riedl and Shi, 2004). Ces enzymes sont finement régulées au sein de la cellule, 

mettant en jeu notamment leur phosphorylation inactivatrice par différentes kinases telles que 

Akt ou encore ERK (Allan et al., 2003; Cardone et al., 1998). Certaines protéines dénommées 

IAP (inhibitor apoptosis proteins) empêchent le clivage des pro-caspases et donc leur 

activation par liaison compétitive. Ces protéines sont connues pour inhiber les caspases 3, 7 et 

9 (Schimmer, 2004). D’autres acteurs majeurs à côté des caspases sont les membres de la 

famille protéique Bcl-2. Ils vont notamment permettre une fine régulation de l’apoptose de la 

voie mitochondriale. Cette superfamille est composée de près de trente protéines qui peuvent 



 

 

 

 

 
 

Figure 23 : Représentation schématique des voies apoptotiques.  
A gauche, la voie extrinsèque dite des récepteurs de mort mettant en jeu la caspase 8 et, à droite, la 

voie intrinsèque dite mitochondriale qui libère les facteurs pro-apoptotiques et active, notamment, la 

caspase 9. Nous retrouvons aussi à ce niveau, quelques membres pro et anti-apoptotiques de la 

superfamille des protéines Bcl-2 (Adaptation Bellance and Rossignol, 2009). 
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être réparties en trois groupes : les membres anti-apoptotiques « Bcl-2-like » partageant trois à 

quatre domaines d’homologie (BH) avec la protéine Bcl-2, et les membres pro-apoptotiques 

« Bax-like » dépourvus de domaines d’homologie et « BH3-only » car ne possédant en 

commun avec les « Bcl-2-like » que ce domaine d’homologie (Bcl-2 homology domain 3) 

(Cory and Adams, 2002).  

La voie extrinsèque met en jeu les récepteurs de mort transmembranaires. Les cytokines 

membres de la famille du TNF (tumor necrosis factor) tels que FASL (Fas ligand), le TNF-α 

ou encore Apo2/TRAIL (Apo-2 ligans ou tumor necrosis factor related apoptosis-inducing 

ligand) vont se fixer sur leur récepteur entraînant la trimérisation de ces récepteurs puis, la 

formation de complexes multi-protéiques comme le complexe DISC (death inducing 

signaling complex). Ce processus va initier la signalisation apoptotique via l’activation de la 

pro-caspase 2, 8 ou encore 10 qui, par la suite, va activer par clivage protéolytique les 

caspases effectrices 3 et 7 (Bellance et al., 2009; Estève et al., 2007; Longthorne and 

Williams, 1997 ; Figure 23).  

La voie intrinsèque met en jeu la mitochondrie. Elle est déclenchée suite à la 

perméabilisation de la membrane externe mitochondriale permettant ainsi la libération dans le 

cytoplasme de protéines initialement présentes dans l’espace inter-membranaires. Ces 

protéines vont alors être capables d’initier et de réguler l’activation des caspases. Le 

mécanisme de perméabilisation de la membrane externe mitochondriale (MOMP pour 

mitochondrial outer membrane permeabilisation), considérée comme un évènement 

irréversible dans l’engagement vers l’apoptose, fait toujours l’objet de nombreux travaux. 

Deux modèles sont proposés : la perméabilisation membranaire mitochondriale entraînant 

l’ouverture du pore de transition de perméabilité (PTP) ou la formation d’un pore par des 

protéines de la famille Bcl-2. Le PTP est un complexe multi-protéique localisé au niveau des 

sites de contact entre la membrane externe et interne et, serait composé du VDAC, de l’ANT 

(adenine nucleotide translocator) et de la cyclophiline-D (Bonora and Pinton, 2014; Forte and 

Bernardi, 2006). L’ouverture du PTP conduit à une entrée d’eau et de petits solutés au sein de 

la matrice provoquant sa dilatation et menant à la rupture de la membrane externe avec 

libération des protéines de l’espace inter-membranaire. Le second mécanisme proposé 

consiste en la formation d’un pore par les protéines pro-apoptotiques de la famille de Bcl-2, 

Bax et Bak. Cette dernière est constitutivement ancrée à la membrane externe mitochondriale, 

tandis que Bax est principalement présente sous forme monomérique dans le cytoplasme ou 

faiblement associée à la membrane externe (Esposti and Dive, 2003; Ferrer et al., 2012). Suite 

à un stimulus pro-apoptotique, Bax et Bak vont s’oligomériser induisant la formation de pores 
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à travers la membrane externe mitochondriale. De nos jours, il semblerait que ce soit ce 

deuxième mécanisme responsable de la MOMP. Ce phénomène serait notamment sous la 

régulation des membres de la superfamille Bcl-2 (Lopez and Tait, 2015). Une fois 

perméabilisée, la mitochondrie va libérer dans le cytoplasme des protéines dites apoptogènes. 

Parmi elles, la plus largement décrite est le cytochrome c. Une fois dans le cytoplasme, il va 

s’associer avec des molécules d’ATP et le cofacteur Apaf-1 (apoptosis protease-activating 

factor 1), constituant alors l’apoptosome (Riedl and Salvesen, 2007). Ce complexe 

multimoléculaire va conduire au recrutement et à l’activation de la caspase 9, qui activera à 

son tour les caspases effectrices 3 et 7 (cf. Figure 23). D’autres membres pro-apoptotiques 

sont également libérés lors de la perméabilisation membranaire : il s’agit de Smac/Diablo 

(second mitochondrial activator of caspases/direct IAP binding protein of low PI). Ils 

interagissent dans le cytoplasme avec les IAP entraînant leur inhibition et donc favorisant 

l’activation des caspases (Vaux and Silke, 2003). Il existe également une voie apoptotique ne 

mettant pas en jeu la cascade des caspases. Cette voie implique deux protéines 

mitochondriales que sont AIF (apoptosis-inducing factor) et l’endonucléase G. Suite à un 

stimulus apoptotique, elles sont libérées dans le cytoplasme et vont par exemple transloquer 

vers le noyau où elles sont capables d’induire à elles seules la condensation de la chromatine 

et de générer des fragments d’ADN (Daugas et al., 2000; Ye et al., 2002) (cf. Figure 23). 

Cependant, ces deux composés sembleraient jouer qu’un rôle mineur dans l’apoptose et 

possèdent de nombreuses autres fonctions cellulaires telles que le contôle du métabolisme 

cellulaire pour AIF ou la régulation de la biomasse mitochondriale pour l’endonucléase G 

(Joza et al., 2009; McDermott-Roe et al., 2011). 

Il est important de noter que les voies intrinsèques et extrinsèques ne sont pas complètement 

indépendantes. En effet, lors de l’activation de l’apoptose par les récepteurs de mort, la 

protéine cytoplasmique pro-apoptotique Bid (BH3 interacting-domain death agonist) va être 

clivée par la caspase 8 en une forme tronquée tBid qui va se relocaliser à la membrane 

mitochondriale. A ce niveau, tBid va soit inhiber les membres anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-

xL (B-cell lymphoma-extra large) soit favoriser l’oligomérisation de Bax avec Bak dans la 

membrane externe mitochondriale (Gross et al., 1999; Yin, 2000) (cf. Figure 23) et, ainsi, 

activer la voie intrinsèque.  

Une fois l’apoptose enclenchée, des modifications morphologiques cellulaires vont être 

observées. En effet, la dynamique du réseau mitochondrial va être fortement perturbée. 

Notamment, il a été démontré que Bax colocalisait avec Drp1 et stimulait sa sumoylation et 

donc sa stabilisation, entrainant ainsi la fragmentation des mitochondries (Karbowski et al., 



 

 
 

Figure 24 : Photographie par microscopie électronique à balayage de cellules de sarcome de 

souris vivantes et en apoptose. 
Au cours de l’apoptose, les cellules possèdent des caractéristiques biochimiques et morphologiques 

typiques. Sur cette photo, les cellules apoptotiques sont facilement reconnaissables par le 

bourgeonnement de la membrane plasmique (Adaptation Webb et al., 1997). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 25 : Représentation schématique du devenir des espèces réactives de l’oxygène (ROS) et 
de l’azote (RNS) dans la cellule ainsi que leurs fonctions cellulaires selon l’équilibre redox. 

Les ROS sont les dérivés de l’oxygène tandis que les RNS proviennent de l’azote. La source 
principale de ROS intracellulaires est la mitochondrie et, les deux principaux représentants sont les 

ions superoxydes et le peroxyde d’hydrogène. Ces deux composés sont rapidement dégradés par les 
différentes enzymes anti-oxydantes comme la catalase et la SOD. Les ROS sont essentiels au bon 

fonctionnement cellulaire (fonctions de droite) mais en cas de déséquilibre du statut redox, ils 

provoqueront de nombreux dommages cellulaires (fonctions de gauche)  
(Adaptation Bellance et al., 2009). 
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2002; Wasiak et al., 2007). Il a aussi été démontré le rôle de Bim dans le déclenchement de la 

fragmentation mitochondriale induite par le paclitaxel (Savry et al., 2013). En parallèle, de 

nombreuses altérations cellulaires vont intervenir avec la ségrégation de la chromatine à la 

périphérie de l’enveloppe nucléaire, la condensation du cytoplasme ainsi qu’un 

bourgeonnement de la membrane plasmique. L’évolution du processus aboutit alors à la 

fragmentation de la cellule en corps apoptotiques (Kerr et al., 1972; Webb et al., 1997 ; Figure 

24). In vivo, ces corps apoptotiques sont rapidement phagocytés, empêchant ainsi la libération 

du cytoplasme de la cellule dans le milieu environnant et évitant ainsi tout état inflammatoire, 

par opposition au phénomène de nécrose (Allen et al., 1997).  

2.3.  Le stress oxydatif : présentation des ROS 

A l’état physiologique, les espèces réactives présentes dans la cellule sont le reflet d’un 

équilibre redox ; c'est-à-dire d’un équilibre entre leur taux de production et celui de leur 

élimination par des systèmes antioxydants. Il est classiquement admis que la principale source 

cellulaire de ces composés est la mitochondrie via la chaine respiratoire. Ce sont de puissants 

oxydants qui peuvent altérer la structure des constituants cellulaires. Les ROS sont considérés 

comme des sous-produits normaux du métabolisme aérobie. Ces molécules sont impliquées 

dans plusieurs fonctions physiologiques telles que la prolifération cellulaire, l’apoptose, ou 

encore les fonctions immunitaires (Alfadda and Sallam, 2012). Cependant, lorsque les 

niveaux de ROS deviennent trop importants, le terme de stress oxydatif apparaît, qui entraine 

de nombreux dommages dans la cellule à l’origine de multitudes de pathologies allant des 

maladies cancéreuses aux maladies neurodégénératives en passant par le phénomène de 

vieillissement (Figure 25). 

2.3.1. Production des ROS 

Au niveau de la chaîne respiratoire mitochondriale, 0,1 à 4 % de l’oxygène utilisé serait 

détourné vers la production de ROS. Ils sont, plus précisément, formés majoritairement au 

niveau du système de transport des électrons (STE). Les complexes I et III sont reconnus 

comme les principaux producteurs de ROS puisqu’ils génèrent l’anion superoxyde (O2
.-), 

précurseur de la plupart des ROS (Grivennikova and Vinogradov, 2006). Les superoxydes 

sont fortement réactifs mais diffusent peu dans la cellule où ils sont vite transformés. S’ils ne 

sont pas dégradés par des antioxydants, ils peuvent réagir avec le NO pour former le 

peroxynitrite (ONOO
-) et par la suite aboutir à la formation de radicaux hydroxyles (OH

.). Ces 

derniers correspondent aux espèces radicalaires les plus réactives et les plus délétères 
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(Turrens, 2003). Cependant, dans la majorité des cas, les superoxydes sont rapidement pris en 

charge par une famille de métalloenzymes détoxifiantes, les superoxydes dismutases (SOD), 

qui entraînent la dismutation des superoxydes en peroxyde d’hydrogène (H2O2). Ce dernier 

peut alors, par la réaction de Fenton, engendrer également des radicaux hydroxyles. L’H2O2 

n’est pas un radical libre mais diffuse aisément à travers les membranes et joue un rôle 

oxydant ou réducteur dans plusieurs fonctions physiologiques (Gamaley and Klyubin, 1999).  

2.3.2. Les systèmes antioxydants 

Dans les conditions physiologiques, la production cellulaire de ROS est régulée par des 

systèmes antioxydants pour maintenir l’équilibre redox. Il existe un important répertoire de 

molécules capables de contrer les effets néfastes des ROS qui sont répertoriées en deux 

catégories : les antioxydants enzymatiques et les non-enzymatiques. Parmi les enzymes 

identifiées à ce jour comme ayant de telles habilités, la SOD représente le premier rempart de 

dégradation des ROS. La matrice mitochondriale contient une forme spécifique de SOD avec 

un ion manganèse à son site actif (nommée ainsi MnSOD ou SOD2) tandis que dans l’espace 

intermembranaire et dans le cytosol sont retrouvées les Cu/ZnSOD (ou SOD1) contenant un 

ion cuivre ou zinc à la place du manganèse (Fridovich, 1995). La dismutation des ions 

superoxydes est catalysée par les ions métalliques (Hassan, 1980) et produit ainsi du peroxyde 

d’hydrogène. Ce dernier est alors pris en charge par la catalase, 2ème enzyme anti-oxydante 

entraînant la formation d’eau et d’oxygène. L’H2O2 peut aussi être transformé par une 

sélénoprotéine : la glutathione peroxydase (GPx ou GSH peroxydase) qui, en présence de 

glutathion, va fournir deux molécules d’eau et du glutathion oxydé (GS-SG). Celui-ci pourra 

ensuite être réduit en glutathion grâce à l’intervention d’une flavoprotéine, la glutathione 

réductase (GRx ou GSSG réductase) (cf. Figure 25 ; Pham-Huy et al., 2008).  

Les antioxydants non-enzymatiques sont sous-divisés en deux groupes : les antioxydants 

métaboliques ou endogènes et les antioxydants exogènes provenant de l’alimentation. Dans 

les composés endogènes, nous pouvons citer le glutathion, le CoEnzyme Q10, la mélatonine 

ou encore l’acide lipoïque. Les antioxydants exogènes comptent, quant à eux, la vitamine C et 

E, des omégas 3 et 6, ou encore des composés flavonoïdes. Tous ces acteurs posséderaient un 

rôle dans la prévention des maladies cancéreuses et neurodégénératives mais leur implication 

reste encore débattue à ce jour (Pham-Huy et al., 2008). 
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2.3.3. Impact des ROS dans l’homéostasie cellulaire 

Les ROS possèdent de nombreuses fonctions au sein de la cellule parmi lesquelles nous 

pouvons citer leur rôle dans l’homéostasie cellulaire, qui pourrait sembler paradoxal au 

premier abord. En effet, les ROS sont capables à la fois de promouvoir la croissance et la 

prolifération cellulaire, mais également de déclencher la mort cellulaire. Ces fonctions seront 

activées selon le niveau basal de ROS intracellulaire qui doit ainsi être finement régulé. 

Plusieurs études ont démontré que les ROS allaient pouvoir réguler la voie de signalisation 

PI3K/Akt en activant ou inhibant certains des acteurs de cette voie. Les ROS vont aussi 

pouvoir réguler la voie des MAPK (mitogen-activated proteins kinases) jouant un rôle 

important dans la croissance et la prolifération cellulaire (Son et al., 2013). Une revue parue 

en 2012 relate les différentes fonctions des ROS notamment dans la régulation des voies de 

signalisation cellulaire (Ray et al., 2012). En opposition, les ROS jouent un rôle primordial 

lors de la mort cellulaire programmée et sont désormais admis comme étant des facteurs pro-

apoptotiques (Franklin, 2011). Par exemple, plusieurs études ont démontré que leur 

production était à l’origine de la libération du cytochrome c via la peroxydation des 

cardiolipines de la membrane interne des mitochondries (Ott et al., 2002; Petrosillo et al., 

2001, 2004). De plus, il a également été mis en lumière que l’activation des caspases pouvait 

engendrer une boucle de rétrocontrôle positif sur la production de ROS. En effet, une étude a 

démontré que l’inhibition de la caspase 8 était à l’origine de l’inhibition de production de 

ROS mitochondriaux (Roberge et al., 2014). L’activation de la caspase 3 induit, quant à elle, 

des dommages au niveau des complexes I et III de la chaîne respiratoire, entraînant une perte 

du potentiel transmembranaire ainsi qu’une augmentation de la production de ROS (Ricci et 

al., 2003). Ce dialogue ROS-caspases pourrait d’ailleurs être à double sens puisqu’une 

inhibition de la production des ROS mitochondriaux empêche l’activation des caspases et 

notamment celle de la caspase 8 (Kim and Chung, 2007). Enfin, les ROS vont également 

réguler les protéines de la famille Bcl-2, en diminuant l’expression de Bcl-xL (Herrera et al., 

2001) et de Mcl-1 (myeloïd cell leukemia-1) (Chiu et al., 2012), en stimulant l’activation de 

Bax via sa phosphorylation (Quast et al., 2013), ou encore en provoquant la translocation 

mitochondriale de Bim (Khawaja et al., 2008).  

Impliquées à de nombreux égards dans la balance survie/apoptose, les mitochondries jouent 

donc un rôle central dans le destin de la cellule. Une perturbation de l’organisation et/ou des 

fonctions du réseau mitochondrial peut mener à une baisse de la production énergétique, mais 

aussi à une production exagérée de ROS. Dans ce contexte, il est désormais admis que 



 

 
 

Figure 26 : Les différents marqueurs caractéristiques des cellules cancéreuses. 
En 2000, l’équipe de D. Hanahan proposait de définir les cellules cancéreuses par six paramètres 

cellulaires dérégulés qui les différenciaient des cellules non-cancéreuses (schéma de gauche). Les 

travaux réalisés en oncologie dans la décennie qui suivit ont permis, en 2011, de mieux caractériser les 

perturbations physiologiques induisant la malignité des cellules. Quatre nouveaux paramètres ont ainsi 

intégré le schéma de D. Hanahan (schéma de droite) parmi lesquels nous pouvons citer la dérégulation 

de l’énergétique cellulaire médiée par les mitochondries (Hanahan et al., 2000 and 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 27 : Représentation schématique des niveaux de ROS dans les cellules. 
En conditions physiologiques, la cellule doit produire un niveau basal de ROS lui permettant d’assurer 

sa survie sans dépasser un certain seuil critique synonyme du déclenchement de la mort cellulaire 

(barres grises). Il est désormais admis, que les cellules cancéreuses (barre noire) possèdent un niveau 

basal de ROS supérieur aux cellules dites normales (barre blanche) sans pour autant dépasser ce seuil 

critique (Adapté de Wang and Yi, 2008). 
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certaines dérégulations mitochondriales sont impliquées dans des pathologies sévères telles 

que le cancer et les maladies neurodégénératives (Boland et al., 2013; Fernández-Moriano et 

al., 2015). Dans le paragraphe qui va suivre, je vais présenter l’impact des 

dysfonctionnements mitochondriaux dans les maladies cancéreuses, puis je m’attarderai 

sur le rôle des mitochondries comme cible pharmacologique et, en particulier, leur 

importance dans l’efficacité des MTA.   

3. Implications des mitochondries en oncopharmacologie 

3.1.  Mitochondries et cancers 

Au cours de cette dernière décennie, les nombreux travaux menés en cancérologie ont permis 

de caractériser les cellules tumorales par différents marqueurs. La plupart des changements 

génétiques et épigénétiques relatifs au phénotype cancéreux serait une succession de 

perturbations, qui, cumulée, induit la malignité de la cellule (Hanahan and Weinberg, 2011; 

Hanahan et al., 2000 ; Figure 26). Il est désormais admis que la dérégulation des fonctions 

mitochondriales joue un rôle prépondérant dans les pathologies cancéreuses que ce soit dans 

l’initiation de la carcinogène via la sur-production de ROS, ou dans l’expansion tumorale par 

adaptation du métabolisme énergétique pour subvenir aux besoins de la cellule cancéreuse 

(Boland et al., 2013). 

3.1.1. ROS et carcinogénèse 

De nombreux travaux ont mis en évidence que la concentration intracellulaire de ROS dans 

les cellules cancéreuses est plus élevée que dans les cellules normales, sans pour autant 

atteindre le seuil critique de déclenchement de la mort cellulaire (Figure 27). Cette sur-

production est due, d’une part, à une augmentation de la production de ROS et, d’autre part, à 

des anomalies au niveau des systèmes antioxydants (Wang and Yi, 2008). De nos jours, il est 

clairement établi que cette augmentation du niveau basal de ROS joue un rôle déterminant 

dans la mise en place des différents processus emblématiques du cancer. Par exemple, les 

ROS sont impliqués dans l’angiogénèse tumorale via l’activation du VEGF (vascular 

endothelial growth factor) et de l’angiopoïétine, permettant alors la formation de nouveaux 

vaisseaux essentiels à la croissance des tumeurs et à leur dissémination menant aux métastases 

(Maulik, 2002). En accord avec ce rôle des ROS dans l’angiogénèse, une étude récente a mis 

en évidence que des micelles contenant des antioxydants inhibaient la formation de tubes 

capillaires in vitro (Moriyama et al., 2014). La prolifération anarchique des cellules 



 

 

 

 

 

 

Figure 28 : Implication des ROS dans les processus menant à la carcinogénèse.  
Sont représentés ici les 10 phénomènes dérégulés dans la cellule aboutissant au développement 

tumoral. Le rôle des ROS dans chacun de ces processus est détaillé dans les cadres par les voies ou 

mécanismes qu’ils gouvernent (Fiaschi and Chiarugi, 2012).  
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cancéreuses représente un autre exemple de l’implication des ROS dans le processus de 

carcinogénèse. En effet, les ROS sont capables d’activer de façon constitutive pγ8MAPK et 

ERK1/2 jouant un rôle important dans la prolifération et la survie cellulaire (Benhar et al., 

2001; Gupta et al., 1999). L’ensemble des altérations provoquées par la sur-production des 

ROS dans les cellules cancéreuses est détaillé dans la revue de T. Fiaschi et P. Chiarugi parue 

en 2012 (Figure 28 ; Fiaschi and Chiarugi, 2012). 

3.1.2. Reprogrammation métabolique des cellules cancéreuses 

Si une première version du schéma des « marqueurs du cancer » a été proposée par D. 

Hanahan en 2000, il a fallu attendre sa réactualisation en 2011 pour voir la dérégulation de 

l’énergétique cellulaire, ou reprogrammation métabolique, y faire son apparition comme 

facteur caractéristique permettant de distinguer les cellules cancéreuses des cellules normales 

(cf. Figure 26 ; Hanahan and Weinberg, 2011). En effet, la prolifération cellulaire anarchique 

nécessite des ajustements du métabolisme énergétique pour fournir les métabolites et 

cofacteurs nécessaires à la croissance et à la division cellulaire. Ce concept de 

reprogrammation métabolique ne date cependant pas de 2011. Dès 1927, O. Warburg, 

médecin, physiologiste et biochimiste allemand, avait observé que les cellules cancéreuses 

produisaient une quantité anormale de lactate ; composé issu de la fermentation. Il en déduisit 

que les cellules cancéreuses utiliseraient davantage le glucose que les cellules normales et 

produiraient l’ATP principalement via la glycolyse malgré la présence d’oxygène (Warburg et 

al., 1927). Cette hypothèse connut un véritable engouement dans la population scientifique et 

d’innombrables études ont mis en évidence, par la suite, dans tous types de cancers, cette 

reprogrammation métabolique appelée « effet Warburg ». De nos jours, cette modification 

énergétique est exploitée cliniquement en cancérologie par imagerie PET-scan (tomographie 

par émission de positons) basée sur la consommation accrue de glucose par les cellules 

cancéreuses. De ces mêmes observations, O. Warburg proposa l’hypothèse que les 

pathologies cancéreuses surviendraient lorsque le métabolisme oxydatif mitochondrial est 

altéré (Warburg, 1956). Or, si la préférence glycolytique d’une large majorité des cellules 

cancéreuses est incontestable, la théorie Warburg supposant des mitochondries non-

fonctionnelles a depuis été revisitée. Dès les années 1950, les travaux de S. Weinhouse 

montrèrent que les cellules néoplasiques et les cellules normales ne présentaient pas de 

différence dans leur habilité à convertir le glucose et les acides gras en dioxyde de carbone ; 

processus qui requiert la respiration et donc des mitochondries fonctionnelles (Weinhouse, 

1955; Weinhouse and Wenner, 1956; Weinhouse et al., 1951). Ces dernières années, de 



 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 29 : Représentation schématique de la symbiose métabolique entre les cellules du stroma 
tumoral et les cellules cancéreuses. 

Dans la théorie de l’effet Warburg inverse, en premier lieu, les cellules cancéreuses subiraient des 
altérations génétiques entraînant la génération accrue de ROS. Ces derniers induiraient alors un stress 

oxydatif à l’origine de la mise en place de l’effet Warburg dans les cellules du stroma. Celles-ci 

sécréteraient alors, en condition de glycolyse aérobie, différents métabolites (lactate, pyruvate) captés 

par les cellules cancéreuses comme nutriments qui seraient oxydés au niveau des mitochondries pour 

produire de l’ATP (Adaptation Martinez-Outschoorn et al., 2012). 
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nombreuses études ont montré qu’il existait une grande variabilité dans le remodelage 

métabolique des cellules cancéreuses. En effet, il a été démontré que certains types de cellules 

cancéreuses pouvaient utiliser davantage la respiration oxydative pour produire l’ATP (Herst 

and Berridge, 2007; Moreno-Sánchez et al., 2007). De plus, il a été mis en évidence que dans 

les cellules de phénotype glycolytique, les mitochondries sont en fait moins efficaces – plutôt 

que non fonctionnelles – notamment à cause d’une diminution de la biogénèse mitochondriale 

intracellulaire (Bellance et al., 2009; Sánchez-Aragó et al., 2010). Enfin, de nombreux travaux 

ont mis en lumière que l’augmentation de la glycolyse aérobie avait pour conséquence une 

stabilisation du réseau mitochondrial, entraînant une diminution de leurs fonctions ainsi 

qu’une résistance au déclenchement de l’apoptose via notamment la sur-expression de 

l’hexokinase (HXK) régulée par Akt (Vander Heiden et al., 2001; Majewski et al., 2004; 

Mathupala et al., 2006; Pastorino et al., 2002). Ainsi, le réseau mitochondrial serait en réalité 

simplement « mis sous silence » et conserverait sa capacité à être réactivé si les besoins 

énergétiques de la cellule le requierent. 

De nos jours, l’hypothèse que les cellules tumorales adapteraient leur métabolisme en 

fonction des oncogènes et suppresseurs de tumeur exprimés, des substrats disponibles ainsi 

que du microenvironnement tumoral semble être la plus plausible (Jose and Rossignol, 2013; 

Martinez-Outschoorn et al., 2011; Rossignol et al., 2004). Dans ce contexte, l’étude du 

microenvironnement tumoral a permis de mettre à jour une nouvelle théorie nommée 

« reverse Warburg effect ». En effet, il est désormais établi qu’une masse tumorale 

correspond à une population cellulaire hétérogène dans laquelle le microenvironnement joue 

un rôle essentiel. Le stroma, composé de tissus conjonctifs et inflammatoires, participe ainsi 

au soutien et à la nutrition des cellules tumorales (Martinez-Outschoorn et al., 2012). 

Plusieurs travaux ont mis en évidence que les cellules épithéliales cancéreuses induisaient 

l’effet Warburg dans les fibroblastes du stroma (CAF pour cancer associated fibroblasts) via 

un stress oxydatif accru suite à des altérations génétiques dans ces cellules cancéreuses. Ces 

fibroblastes secréteraient alors du lactate et du pyruvate en condition aérobie (glycolyse 

aérobie) et fourniraient également des acides aminés et des corps cétoniques (autophagie) 

finalement captés par les cellules cancéreuses. Ces dernières oxyderaient alors ces métabolites 

au niveau de leur mitochondrie pour produire de l’ATP permettant une meilleure capacité de 

prolifération (Capparelli et al., 2012; Martinez-Outschoorn et al., 2014; Pavlides et al., 2009; 

Salem et al., 2012). Cette coopération entre les différentes cellules composant la masse 

tumorale est maintenant définie comme une « symbiose métabolique » (Figure 29).  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 30 : Représentation par microscopie à épifluorescence du réseau mitochondrial grâce au 
marquage avec la protéine mtDsRed.  

(A) condition contrôle ou (B et C) sous l’effet d’un traitement par paclitaxel dans des cellules 

d’adénocarcinome pulmonaire (A549) (photos réalisées au sein du laboratoire CRO2– microscope 

Leica IM-DRBE). Le traitement par les MTA provoque la fragmentation du réseau mitochondrial ainsi 

que la suppression de sa dynamique à l’origine de la perte des fonctions mitochondriales. 
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3.2. Le réseau mitochondrial, cible pharmacologique attractive 

Comme nous venons de le voir, les mitochondries jouent un rôle essentiel dans l’initiation 

mais également le développement tumoral, faisant de cet organite intracellulaire une cible de 

choix pour les stratégies thérapeutiques anticancéreuses. Dans le présent paragraphe, je vais 

présenter brièvement les différentes stratégies élaborées pour cibler les mitochondries après 

m’être attardée un peu plus sur le rôle de ce réseau intracellulaire dans l’efficacité des 

MTA.  

3.2.1. MTA : Mitochondria-Targeted Agents ? 

L’importance des mitochondries dans l’efficacité des MTA n’est plus controversée, puisqu’il 

est clairement établi que ces anticancéreux déclenchent la mort cellulaire via la voie 

mitochondriale (Bhalla, 2003; Fulda and Debatin, 2006). Des travaux, réalisés en partie au 

sein du laboratoire, ont montré l’impact des MTA sur la régulation des protéines de la famille 

Bcl-β ou sur les caspases, tous deux acteurs principaux de l’apoptose. Par exemple, les Vinca-

alcaloïdes sont capables d’inactiver le membre anti-apoptotique Bcl-2 par 

hyperphosphorylation (Pathan et al., 2001) tandis que la paclitaxel, par l’intermédiaire de 

l’activation de la caspase 3, entraine le clivage de Bcl-2 (Tudor et al., 2000). De plus, 

plusieurs études ont montré que le paclitaxel ou encore la vinorelbine augmentaient le niveau 

d’expression de membres pro-apoptotiques tels que Bax, Bad (Bcl-2 associated death 

promoter), Bak ou encore Bim en fonction du type de cancer (Li et al., 2005; Sunters et al., 

2003). Chaque acteur de la voie intrinsèque mitochondriale se révèle donc être un candidat 

potentiel à l’induction d’une résistance aux MTA si son activité et/ou son niveau 

d’expression sont modifiés en faveur de l’inhibition de la mort cellulaire (Savry et al., 2013; 

Sawa et al., 2000; Strobel et al., 1998; Wang et al., 2013). L’ensemble des effets des 

différentes classes de MTA est répertorié dans une revue publiée en 2007 révélant le rôle 

primordial de l’apoptose dans le mécanisme d’action de ces agents anticancéreux (Estève et 

al., 2007). D’un point de vue structural, il a également été démontré l’impact des MTA sur le 

réseau mitochondrial entraînant une fragmentation de ce réseau ainsi qu’une suppression de la 

dynamique mitochondriale (Figure 30 ; Savry et al., 2013).  

Par ailleurs, bien que leur nom d’agents anti-microtubules suggère le ciblage exclusif du 

réseau microtubulaire, les preuves d’un rôle du réseau mitochondrial très en amont du 

mécanisme d’action des MTA se sont accumulées ces dernières années. En effet, notamment 

au sein du laboratoire, il a été mis en lumière l’importance de la génération de ROS 

mitochondriaux dans le mécanisme d’action initiateur de la patupilone, MTA de dernière 



!



58 
 

génération (Khawaja et al., 2008). De plus, il a été démontré que les MTA possédaient des 

cibles directes au niveau des mitochondries puisqu’ils sont capables d’agir sur mitochondries 

isolées (André et al., 2000; Carré et al., 2002), contrairement à d’autres agents tels que la 

doxorubicine. Parmi les candidats potentiels de ces anticancéreux présents au niveau des 

mitochondries, la protéine Bcl-2 (Ferlini et al., 2009), mais également la tubuline elle-même 

dont la présence dans la membrane mitochondriale en association avec le VDAC a été 

démontrée (Carré et al., 2002), représentent ainsi des cibles directes des MTA. Il a également 

été observé que les MTA pouvaient perturber la perméabilisation mitochondriale (Varbiro et 

al., 2001). L’ensemble de ces données indique donc bien le rôle direct et indispensable du 

réseau mitochondrial dans l’efficacité des MTA à déclencher la mort cellulaire.   

3.2.2. Les mitochondries comme cible des thérapies anticancéreuses 

Plusieurs approches thérapeutiques sont actuellement étudiées parmi lesquelles nous pouvons 

citer par exemple, l’activation de l’apoptose, l’induction de la production de ROS ainsi que la 

modulation du métabolisme énergétique. Une revue parue en 2012 répertorie ces différentes 

stratégies avec les composés utilisés définis alors sous le terme de « mitocans » (Neuzil et al., 

2013).  

Les cellules cancéreuses sont souvent caractérisées par leur capacité à échapper au 

phénomène d’apoptose dû à des dérégulations de la superfamille de protéines Bcl-2. 

Actuellement, deux approches thérapeutiques sont en cours de développement : l’utilisation 

d’oligonucléotides anti-sens des protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et les BH3-mimétiques 

ayant un rôle pro-apoptotique. L’Oblimersen (Genasense®) est le chef de file des 

oligonucléotides anti-sens qui va cibler les six premiers codons de l’ARNm codant pour Bcl-2 

(Dean and Bennett, 2003). Il a fait l’objet de plusieurs études de phase III notamment dans les 

myélomes multiples, les mélanomes ou encore les leucémies lymphoïdes chroniques, mais n’a 

montré qu’une efficacité médiocre (Bedikian et al., 2006; Chanan-Khan et al., β009; O’Brien 

et al., 2009). Les BH3-mimétiques, quant à eux, sont de petites molécules organiques qui vont 

inhiber les protéines anti-apoptotiques telles que Bcl-2, Mcl-1 ou encore Bcl-xl. Cette 

catégorie de molécules compte par exemple l’AT-101 faisant l’objet d’études cliniques de 

phase II notamment dans le cancer de la prostate ou du poumon (Ready et al., 2011; Sonpavde 

et al., 2012) ou encore l’ABT-737, l’ABT-β6γ ou l’Obatoclax actuellement en études 

précliniques ou essais de phase I/II (Chiappori et al., 2014; Paik et al., 2011; Potter et al., 

2014; Rudin et al., 2012). Cependant, tout comme les stratégies anti-sens, les résultats obtenus 

avec les BH3-mimétiques restent, à ce jour, médiocres. 



 

 

 

 

 

 
 

Figure 31 : Représentation schématique de la stratégie anticancéreuse pro-oxydante. 
 L’objectif de cette stratégie est d’augmenter le niveau de ROS au-delà du seuil limite déclenchant la 

mort cellulaire en fonction des niveaux de base dans les cellules cancéreuses (barre noire) et les 

cellules normales (barre blanche). Le niveau de ROS dans les cellules cancéreuses étant plus élevé de 

base que dans les cellules normales, le seuil limite à dépasser serait donc atteint plus rapidement dans 

ces cellules sans enclencher la mort dans les cellules normales (Adapté de Wang and Yi, 2008). 
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Décrit ci-dessus, nous avons vu que les cellules cancéreuses tendaient à avoir un niveau de 

ROS plus élevé que les cellules normales. Cette différence peut alors être exploitée 

cliniquement. En effet, au-delà d’un seuil limite de tolérance, l’augmentation aiguë des ROS 

peut entraîner des dommages cellulaires irréversibles et ainsi enclencher le programme de 

mort cellulaire. L’augmentation du stress oxydatif au-delà de ce seuil     plus facilement 

atteignable pour les cellules cancéreuses que pour les cellules saines     peut se montrer 

efficace pour limiter la prolifération tumorale et déclencher l’apoptose cellulaire (Figure 31 ; 

Wang and Yi, 2008). Cependant, cette stratégie reste critiquée au regard des risques d’effets 

secondaires sur les cellules non cancéreuses ; les ROS étant, ne l’oublions pas, pro-

cancérigènes dans certaines conditions. Une autre approche est également à ce jour évaluée 

consistant à inhiber la production de ROS considérée dans ces cas là comme responsable de 

l’initiation et de la progression tumorale. Une revue parue en β009 décrit les différentes 

molécules utilisées pour contrer cette production de ROS (Fang et al., 2009). 

En parallèle du ciblage de l’apoptose ou des ROS, le dernier point présenté ici est la 

modulation du métabolisme énergétique des cellules cancéreuses. Plusieurs stratégies 

thérapeutiques sont ainsi en cours de développement. La première piste explorée est 

l’inhibition de la voie glycolytique où nous retrouvons principalement deux inhibiteurs que 

sont le 2-DG (2-désoxyglucose) et le 3-BrPA (3-bromopyruvate). Le premier est un analogue 

du glucose qui ne peut-être métabolisé tandis que le 2ème va inhiber l’hexokinase, première 

enzyme métabolisant le glucose de façon irréversible. Ces deux composés ont démontré leur 

capacité in vitro et in vivo à déclencher la mort cellulaire dans différents types de cancer tels 

que les cancers du sein, les cancers gastriques, les cancers de la prostate ou encore les cancers 

pulmonaires, seuls ou en association à des agents anticancéreux ou à la radiothérapie (Xian et 

al., 2015; Zhang et al., 2014b; Zhou et al., 2013b). Actuellement, seul le 2-DG fait l’objet 

d’essais cliniques de phase I ou I/II. Une autre stratégie consiste à switcher le métabolisme 

énergétique de la glycolyse à la respiration oxydative. Pour cela, deux enzymes clefs seront 

ciblées : la pyruvate déshydrogénase ou la lactate déshydrogénase (Gogvadze et al., 2010). Le 

composé le plus prometteur est le dichloroacétate (DCA). Il va inhiber la pyruvate 

déshydrogénase kinase (PDK-1) engendrant une augmentation de la synthèse d’AcétylCoA 

stimulant ainsi la respiration oxydative. L’ensemble de ses activités est répertorié dans une 

revue parue en 2014 (Kankotia and Stacpoole, 2014). La revue de C. Jose parue en 2013 

insiste sur le fait qu’une masse tumorale étant composée de cellules hétérogènes d’un point de 

vue du métabolisme, la caractérisation du profil énergétique de la tumeur avant tout traitement 

serait nécessaire (Jose and Rossignol, 2013). Un autre point important ressortant de ces études 
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pharmacologiques est que certains acteurs signalétiques, initialement caractérisés pour leur 

rôle dans des processus tels que la survie ou la prolifération des cellules cancéreuses, seraient 

aussi impliqués dans le statut énergétique des cellules tumorales et pourraient ainsi constituer 

de nouvelles stratégies thérapeutiques prometteuses. La kinase Akt à laquelle nous 

consacrerons le chapitre 3 en est un bel exemple. 

Comme nous venons de le voir au cours de ces deux premiers chapitres, les MTA exercent 

leur efficacité par action à la fois sur le réseau microtubulaire et mitochondrial. Un des 

objectifs de mes travaux de thèse est d’essayer de déchiffrer les acteurs moléculaires 

pouvant intervenir entre ces deux réseaux indissociables, et ainsi concourir à l’efficacité 

des MTA. Comme nous le verrons dans la première partie des travaux expérimentaux, la 

voie Akt/GSK3β s’est révélée être centrale dans le mécanisme d’action des MTA ; le 

chapitre suivant s’attache donc à en présenter ses acteurs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*** 

Box 2 

Les mitochondries constituent une deuxième cible intracellulaire des MTA 

notamment via le déclenchement de l’apoptose. Cet orgaite possède d’autres 

fonctions primodriales comme la production de ROS intracellulaires ou encore la 

régulation du métabolisme énergétique. Au cours de ces travaux de thèse, visant à 

déchiffrer le mécanisme d’action des MTA, nous nous sommes attachés à étudier le 

rôle des ROS puis du métabolisme énergétique dans l’efficacité de ces 

anticancéreux. La reprogrammation métabolique étant considérée depuis 

maintenant quelques années comme un marqueur des cellules cancéreuses, les 

mitochondries bénéficient ainsi d’un nouveau regain d’intérêt de la part de la 

communauté scientifique. Dans ce contexte, les résultats acquis au cours de ces 

travaux alimenteront les données actuelles de la littérature démontrant l’importance 

du ciblage des mitochondries dans le développement de nouvelles approches 

thérapeutiques.   
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CCHHAAPPIITTRREE  33  

  

LLAA  KKIINNAASSEE  AAKKTT  ::  CCIIBBLLEE  PPRROOMMEETTTTEEUUSSEE  EENN  

TTHHEERRAAPPEEUUTTIIQQUUEE  AANNTTIICCAANNCCEERREEUUSSEE    
  

Comme nous venons de le voir dans les deux chapitres précédents, les microtubules et les 

mitochondries sont deux organites intracellulaires jouant des rôles cruciaux au sein de la 

cellule. La régulation de ces deux réseaux intracellulaires passe notamment par des 

modifications post-traductionnelles des protéines associées à ces deux réseaux comme décrit 

ci-dessus. Ces modifications mettent en jeu de nombreuses voies de signalisation 

intracellulaire parmi lesquelles nous pouvons citer la voie Akt/GSKγȕ. Dans le chapitre qui 

va suivre, je vais présenter ces deux acteurs en détaillant davantage la kinase Akt 

puisqu’elle va se révéler être une pièce centrale de la deuxième partie de mes travaux de 

thèse. Après leur présentation, je m’attacherai à exposer les fonctions d’Akt dans les 

pathologies cancéreuses que ce soit en termes d’implications dans la carcinogénèse, dans la 

chimiorésistance ou encore en tant que cible thérapeutique. 

1. Présentation des acteurs 

1.1.  La protéine kinase Akt 

Si la protéine kinase Akt (v-akt murine thymoma viral oncogene homolog) est de nos jours 

connue de tous dans le monde de la biologie et de la santé, sa découverte a été quelque peu 

laborieuse. Les premiers travaux ont été menés par l’américain S. Staal dans la fin des années 

1970. A partir de souris issues de la lignée AKR présentant spontanément des leucémies, il a 

extrait un rétrovirus originaire d’un lymphome localisé dans le thymus (improprement appelé 

Thymoma) qu’il dénomma AKT8 (Staal et al., 1977). Par la suite, il observa que ce provirus 

contenait une séquence non virale dont il isola deux homologues humains Akt1 et Akt2  

(Staal, 1987). L’analyse séquentielle de ces oncogènes a permis de révéler d’une part qu’il 

s’agissait de serine/thréonine kinases et, d’autre part, par degré d’homologie avec les familles 

de protéines kinases A et C, de les classer dans une nouvelle famille de protéines dénommée 

protéines kinases B (PKB) (Bellacosa et al., 1991; Coffer and Woodgett, 1991).  



 
 

Figure 32 : Domaines structuraux et représentation tridimensionnelle des isoformes d’Akt.  
La kinase Akt possède trois isoformes dénommées Akt1, 2 et 3 composées de la même structure de 

base avec trois régions spécifiques : le domaine PH permettant le recrutement membranaire d’Akt ; le 

domaine KD lieu de l’activité catalytique et, enfin, le domaine HM correspondant au domaine 
régulateur de la kinase (Bellacosa et al., 1991). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Isoformes 

Homologie des différents 

domaines Isoformes 

Eléments de 

régulation 
Expression 

tissulaire 
PH KD HM Thréonine Serine 

Akt1/Akt2 80% 90% 66% Akt1 308 473 Ubiquitaire 

Akt2/Akt3 76% 87% 70% Akt2 309 474 Ubiquitaire  

Akt1/Akt3 84% 88% 76% Akt3 305 472 
Cerveau, 

poumons, 

testicules 
 

Tableau 3 : Caractéristiques des isoformes d’Akt. 
Les trois isoformes d’Akt possèdent plus de 80 % d’homologie dans leur séquence mais diffèrent 

grandement par leur expression tissulaire où Akt1 et Akt2 sont ubiquitaires tandis qu’Akt3 est plus 
rarement exprimée à l’exception du cerveau, des poumons et des testicules. La régulation d’Akt 
s’effectue au niveau de deux éléments de régulation : un résidu thréonine et un résidu serine qui 

diffèrent légèrement selon les isoformes (Masure et al., 1999 ; Kumar and Madison, 2005). 
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1.1.1. Structure et isoformes d’Akt 

Chez l’homme, il existe trois isoformes de la protéine Akt appartenant toutes à la classe des 

protéines kinases AGC pour AMP/GMP kinases. Si Akt1 (PKBα) et Akt2 (PKBȕ) ont été 

découvertes rapidement, Akt3 (PKBȖ) le fut plus tardivement et ses fonctions restent encore 

imprécises (Nakatani et al., 1999; Staal, 1987). Les gènes de ces trois isoformes sont localisés 

sur les chromosomes 14q32, 19q13 et 1q43 respectivement pour Akt1, 2 et 3. Chaque membre 

possède la même structure de base composée de trois régions (Figure 32) : 

- Domaine PH en position N-terminale : domaine d’homologie à la pleckstrine permettant le 

recrutement aux membranes cellulaires au niveau de domaines enrichis en phospholipides et 

notamment le phosphatidyl-inositol (3, 4, 5) triphosphate ou (3, 4) diphosphate (PIP3 et 

PIP2). A noter que ce domaine sert de modèle pour élaborer les inhibiteurs d’Akt (Castillo 

et al., 2004).  

- Domaine KD en position centrale : domaine catalytique de la kinase comportant un élément 

de régulation post-traductionnelle par l’intermédiaire de la thréonine γ08 (Tγ08) ; résidu 

conservé selon les isoformes dont la phosphorylation est nécessaire à l’activité de la 

protéine. 

- Domaine HM en position C-terminale : domaine hydrophobe étant un élément 

caractéristique hautement conservé chez toutes les protéines appartenant à la classe des 

kinases AGC. Ce domaine possède également un élément de régulation conservé via la 

serine en position 47γ (S47γ) dont l’état de phosphorylation détermine l’état d’activation de 

la kinase. Ce domaine correspond au domaine régulateur de la kinase (Bellacosa et al., 

1991). 

Les trois isoformes d’Akt présentent plus de 80 % d’homologie de séquence ((Kumar and 

Madison, 2005; Masure et al., 1999 ; Tableau 3) mais diffèrent par leur expression tissulaire 

et par la nature de leurs substrats (Zinda et al., 2001). Akt1 et 2 sont ubiquitaires mais un 

niveau d’expression plus important d’Aktβ est observé dans les tissus insulino-dépendants tels 

que les cellules adipeuses, le foie et les muscles. Akt3 est retrouvée à plus faible niveau dans 

les tissus à l’exception des poumons, du cerveau et des testicules. Malgré leur forte 

homologie, les trois isoformes possèdent cependant des activités spécifiques mises en 

évidence par des études réalisées chez la souris où Akt1, 2 et/ou 3 ont été inhibées. De plus, la 

mise en place de souris double KO pour les isoformes d’Akt a permis de révéler l’existence 

de fonctions communes pour ces isoformes(Gonzalez and McGraw, 2009 ; Figure 33, au dos 

de la page). 



 

 

 
 

Figure 33 : Fonctions spécifiques et communes des isoformes d’Akt. 
Les isoformes d’Akt vont différencier en fonction de la nature de leurs substrats et donc, in fine, de 

leurs rôles intracellulaires. La mise en place de souris KO pour une ou plusieurs isoformes d’Akt a 
permis de mettre en évidence les fonctions de chaque isoforme (représentées en jaune, bleu et rose). 

Cependant, l’existence de fonctions communes entre les isoformes a également été démontrée 
(fonctions en vert, orange et violet) ainsi qu’une compensation des activités d’Akt  

(Adaptation de Gonzales and McGraw, 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 34 : Les différentes fonctions d’Akt en fonction de ses substrats. 

 La kinase Akt est un élément crucial dans la signalisation intracellulaire. Elle possède de nombreux 

substrats (liste non-exhaustive ci-dessus) lui conférant des fonctions dans de nombreux processus 

physiologiques tels que le métabolisme cellulaire, la prolifération, la survie cellulaire ou encore dans 

l‘angiogénèse (Manning and Cantley, 2007). 
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1.1.2. Fonctions d’Akt : à l’assaut de nombreux substrats 

La protéine Akt est un élément pivot dans la signalisation cellulaire. Son implication dans un 

très grand nombre de processus physiologiques a été démontrée par la sur-expression ou 

l’extinction de son activité dans différents organismes. De nombreux substrats ont été 

identifiés pour Akt qui reconnaît préférentiellement des séquences consensus et notamment le 

motif suivant Arg-X-Arg-Y-Z-Ser/Thr-B où X représente un acide aminé quelconque, Y et Z 

sont de petits résidus autre que la glycine et B un résidu hydrophobe volumineux tel que la 

phenylalanine ou la leucine (Alessi et al., 1996). Dans la plupart des cas, la phosphorylation 

catalysée par Akt a un effet inhibiteur sur sa cible. Cependant, certaines exceptions existent 

comme pour eNOS (endothelial nitric oxide synthase) ou encore IKKα (inhibitor of KB 

kinase a) ou MDM2 (murine double minute 2). Par l’intermédiaire de ces cibles variées, Akt 

possède de multiples fonctions jouant notamment un rôle important dans la survie, la 

croissance, la migration ainsi que la prolifération cellulaire mais également dans 

l’angiogénèse et le métabolisme énergétique (Figure 34). Ces différentes fonctions vont être 

détaillées succinctement ci-dessous. Il est à noter que le rôle de la kinase GSK3ȕ ne sera pas 

mentionné ici mais fera l’objet d’un paragraphe ci-dessous. 

 Survie cellulaire 

Les protéines Akt peuvent promouvoir la survie cellulaire en interagissant notamment avec 

les membres de la famille des protéines Bcl-2 ayant un rôle important dans l’apoptose comme 

décrit ci-dessus. Par exemple, Akt phosphoryle et inhibe directement le membre pro-

apoptotique Bad. En effet, la phosphorylation de Bad entraîne sa séquestration par les 

protéines de la famille 14-3-3, empêchant ainsi son interaction avec les membres anti-

apoptotiques Bcl-2 et Bcl-xL qui deviennent alors actives (Datta et al., 1997, 2000). Akt peut 

également phosphoryler MDM2, entraînant alors son activation et ainsi sa translocation 

nucléaire. Une fois dans le noyau, cette E3 ubiquitine ligase va s’associer à p5γ pour 

l’ubiquitinyler. Ce complexe va alors transloquer dans le cytoplasme où p53 sera dégradée par 

le protéasome favorisant ainsi une survie et une prolifération cellulaires incontrôlées (Mayo 

and Donner, 2001). Enfin, la protéine Akt peut aussi intervenir sur la régulation des facteurs 

de transcription et notamment les facteurs FOXO (forkhead box, class O). En phosphorylant 

ces derniers, Akt entraîne leur séquestration cytoplasmique et inhibe ainsi le rôle 

(transcription-dépendant) des FOXO dans l’apoptose. Un des gènes cibles des membres 

FOXO est par exemple le gène codant pour la protéine Bim membre pro-apoptotique de la 

famille des Bcl-2 (Gilley et al., 2003). 
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 Croissance cellulaire 

Une des plus importantes fonctions cellulaires conservées par Akt est son rôle dans la 

croissance cellulaire. Ce processus passe principalement par la régulation indirecte de la 

protéine mTORC1 (mammalian Target Of Rapamycin Complex 1). Son activation joue un 

rôle primordial dans la croissance cellulaire puisque ce facteur intervient dans l’initiation de la 

transcription, la biogénèse des ribosomes ainsi que la synthèse protéique (Wullschleger et al., 

2006). Akt va réguler son activité en phosphorylant TSCβ entraînant l’inhibition du complexe 

TSC1/TSC2 (tuberous sclerosis 1 et 2 encore appelés hamartine et tubérine) connu pour 

inhiber les fonctions de mTORC1 (Mak and Yeung, 2004). De plus, Akt peut également 

réguler mTORC1 via une voie indépendante de TSC1/TSC2 en intervenant sur la protéine 

PRAS40 (proline-rich Akt substrate of 40 kDa). Cette dernière, sans activation d’Akt, est 

fixée à mTORC1 bloquant alors son activité. La protéine Akt est capable de la phosphoryler 

directement, provoquant ainsi sa séquestration par les protéines de la famille 14-3-3 (Wang et 

al., 2012b). 

 Prolifération cellulaire 

Une partie des effets pro-prolifératifs d’Akt est expliquée par une modulation directe ou 

indirecte de l’activité de protéines connues pour réguler le cycle cellulaire. C’est le cas 

notamment de la protéine p27 qui régule négativement les CDK responsables de la 

phosphorylation et de l’activation des protéines cyclines permettant aux cellules de proliférer. 

En phosphorylant p27, Akt provoque sa translocation du noyau vers le cytosol où elle se 

retrouve séquestrée par les protéines de la famille 14-3-3 (Sekimoto et al., 2004). Akt peut 

également réguler la protéine p27 de façon indirecte en phosphorylant et ainsi inhibant les 

facteurs de transcription FOXO responsables de la régulation génique de p27 (Medema et al., 

2000). Il a aussi été démontré que la kinase Akt pouvait réguler la protéine p21 ; inhibitrice 

des CDK ; en favorisant sa translocation cytoplasmique (Zhou et al., 2001). Tout comme p27, 

p21 peut aussi être régulée de façon indirecte par Akt via la protéine MDM2 inhibitrice de 

p53 (Mayo and Donner, 2001). 

 Migration cellulaire 

Le rôle de la protéine Akt dans l’invasion et la migration cellulaire n’est encore que 

partiellement élucidé. Les études montrent que selon les isoformes les impacts diffèrent 

(Manning and Cantley, 2007). De façon surprenante, l’activation d’Akt1 a été découverte 

comme corrélée à l’inhibition de la migration des cellules. Il semblerait que cet effet passe par 

une inhibition de la voie Erk (Extracellular signal-regulated kinase) (Irie et al., 2005). De son 
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côté, l’isoforme d’Aktβ est définie comme facteur pro-migratoire et pro-métastatique 

notamment dans les cellules de carcinomes mammaires (Arboleda et al., 2003; Dillon et al., 

2009). A ce jour, le mécanisme de régulation des isoformes d’Akt impactant dans la migration 

cellulaire n’est pas encore identifié.  

 Angiogénèse 

Akt joue un rôle physiologique important dans l’angiogénèse. Dans les cellules endothéliales, 

la voie Akt est en effet activée par le VEGF (vascular endothelial growth factor) entraînant la 

prolifération et la croissance de ces cellules (Olsson et al., 2006). De plus, Akt active 

directement la protéine eNOS entraînant le relargage de NO responsable de la vasodilatation 

et du remodelage vasculaire (Fulton et al., 1999; Morbidelli et al., 2003). Il est à noter ici, que 

le réseau microtubulaire va également jouer un rôle dans l’activation d’eNOS puisqu’il a été 

démontré que l’enrichissement en α-tubuline acétylée était responsable d’une augmentation de 

l’activation d’Akt et ainsi de la protéine eNOS (Giustiniani et al., 2009). Enfin, Akt est 

connue pour activer les facteurs de transcription HIF1α et βα provoquant la transcription et la 

sécrétion de nombreux facteurs pro-angiogéniques dont le VEGF (Agani and Jiang, 2013). Ce 

mécanisme cellulaire va ainsi entrainer une boucle d’activation via le VEGF sur Akt. 

 Métabolisme énergétique 

Une autre fonction physiologique d’Akt est de stimuler l’absorption du glucose en réponse à 

la sécrétion d’insuline. Pour cela, il a été démontré qu’Akt2 stimulait la synthèse protéique du 

transporteur GLUT1 (glucose transporter) et favorisait la localisation membranaire de 

GLUT4 (Kohn et al., 1996) via la phosphorylation inhibitrice d’AS160 (Akt susbtrate of 160 

kDa aussi appelé TBC1D4) et de TBC1D1 jouant un rôle dans la migration des vésicules 

intracellulaires (Sakamoto and Holman, 2008). De plus, l’utilisation du glucose intracellulaire 

est également augmentée par Akt qui favorise la conversion irréversible du glucose en 

glucose-6-phosphate au cours de la glycolyse en intervenant sur différents facteurs tels que 

FOXO ou encore HIF1α (Accili and Arden, 2004; Harada et al., 2009). Ce dernier va 

notamment favoriser la transcription du gène codant pour la protéine HXKII (hexokinase II) 

catalysant la première réaction de la glycolyse (Roberts and Miyamoto, 2014).  

1.2.  GSK3β, substrat d’Akt  

La protéine GSK3 a été découverte au début des années 1980 par N. Embi suite à des travaux 

sur des cellules musculaires squelettiques de rat. Elle a alors été caractérisée comme une 

serine/thréonine kinase inhibant par phosphorylation la glycogène synthétase ; dernière 

enzyme de la biosynthèse du glycogène (Embi et al., 1980). Mais GSK3 ne se cantonne pas à 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 35 : Représentation schématique de la structure de GSK3α et β. 
La kinase GSK3 possède deux isoformes de structure de base commune composée de trois régions 

distinctes. Seul un domaine riche en glycines est retrouvé en position N-terminale de l’isoforme α 
conférant la différence de masse moléculaire entre les deux isoformes. Deux éléments de régulation 

sont connus pour ces kinases : la serine 21 ou serine 9 dont la phosphorylation inhibe l’activité de 
GSK3 et, le résidu tyrosine 279 ou tyrosine 216 qui peut également être sujet à la phosphorylation 

entraînant l’activité de la kinase (Adapté de Doble and Woodgett, 2003). 
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son unique action sur le métabolisme glucidique. Les études menées par la suite sur cette 

kinase ont, en effet, révélé une multitude d’effets cellulaires gouvernés par cette protéine 

parmi lesquels nous pouvons citer son implication dans la migration cellulaire, dans la 

prolifération cellulaire mais également dans la survie cellulaire notamment en régulant les 

protéines de la famille Bcl-2 (Rayasam et al., 2009).  

1.2.1. Structure et isoformes de GSK3 

La kinase GSKγ est une protéine hautement conservée chez l’homme. Il en existe deux 

isoformes : GSKγα et GSKγȕ codées par deux gènes distincts sur les chromosomes 19q12 et 

3q13 respectivement. GSKγα et ȕ sont des protéines ubiquitaires possédant une masse 

protéique de 51 kDa et de 47 kDa respectivement. Ces deux isoformes possèdent la même 

structure de base composée de trois régions (Figure 35 ; Doble et al., 2007 ; Doble and 

Woodgett, 2003) : 

- Domaine en position N-terminale : région possédant un élément de régulation post-

traductionnelle via la serine en position 21 (S21) ou en position 9 (S9) selon les isoformes et 

dont la phosphorylation entraîne l’inhibition de la protéine. Un domaine riche en glycines 

est retrouvé dans cette région uniquement pour la GSKγα, à l’origine de la différence de 

masse protéique entre les deux isoformes.  

- Domaine KD en position centrale : domaine catalytique de la kinase comportant un élément 

de régulation post-traductionnelle par l’intermédiaire de la tyrosine β79 (Yβ79) ou de la 

tyrosine 216 (Y216) selon les isoformes dont la phosphorylation gouverne leur degré 

d’activation. Cette région est hautement conservée et possède plus de 98 % d’homologie 

entre les deux isoformes. 

- Domaine en position C-terminale : région « neutre » de la protéine ne possédant que 36 % 

d’homologie entre les isoformes de GSKγ.  

Il est à noter qu’une étude parue en β007 a mis en lumière la présence dans le site catalytique 

de GSKγȕ une séquence NLS (nuclear localization sequence) permettant la translocation 

nucléaire de GSKγȕ afin de moduler la régulation transcriptionnelle de ses substrats. Cette 

étude a révélé que d’une part, des complexes protéiques cytoplasmiques sont capables de 

bloquer cette séquence et, que d’autre part, la séquence NLS est masquée par une boucle 

contenant le résidu Y216 qui, suite à sa phosphorylation, permet de dévoiler la séquence et 

ainsi d’adresser GSKγȕ au noyau (Meares and Jope, 2007). Malgré une structure quasiment 

similaire avec plus de 98 % d’homologie dans leur domaine catalytique, ces deux isoformes 
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de GSK3 ne sont pas fonctionnellement homologues et leur expression est régulée 

différemment. En effet, l’analyse de leur localisation dans les différents tissus humains a 

dévoilé une régulation spécifique tissus-dépendante. Par exemple, l’isoforme α est hautement 

exprimée dans les reins, les ovaires ou encore les testicules tandis que GSKγȕ présente des 

taux élevés dans le cerveau, les cellules musculaires ainsi que les poumons (Jope and 

Johnson, 2004). De plus, de nombreuses études mettant en place des modèles KO pour GSK3 

α et/ou ȕ ont permis de mettre en évidence que les deux isoformes peuvent se compenser dans 

certains cas, et dans d’autres, jouer des rôles distincts voire même opposés. Par exemple, la 

génération de souris KO pour GSKγȕ entraîne une létalité avant leur naissance tandis que des 

souris KO pour GSKγα sont viables présentant des dysfonctionnements métaboliques 

(sensibilité accrue au glucose et à l’insuline) ainsi que des altérations du développement 

neuronal (Hoeflich et al., 2000; Kaidanovich-Beilin et al., 2009; MacAulay et al., 2007). Si 

GSKγα ne semble pas pouvoir compenser l’absence totale de GSKγȕ, il a été démontré, en 

revanche, que les deux isoformes possédaient des fonctions redondantes dans la voie de 

signalisation Wnt/ȕ-caténine (Wu and Pan, 2010). De plus, les deux isoformes jouent des 

rôles importants dans le métabolisme cellulaire puisque comme cité ci-dessus les souris KO 

pour GSKγα provoque des anomalies métaboliques et un KO de GSKγȕ dans des tissus 

spécifiques (muscles, foie, pancréas) entraîne également une sensibilité plus accrue au glucose 

et à l’insuline (Patel et al., 2008; Tanabe et al., 2008). En revanche, seule GSKγȕ est connue 

pour pouvoir réguler différentes protéines associées aux microtubules entraînant ainsi une 

régulation des fonctions microtubulaires (Tamura and Draviam, 2012). 

Dans le paragraphe suivant, je vais aborder les différentes fonctions de GSK3 en me 

focalisant uniquement sur GSK3β qui représente l’isoforme qui nous intéressera 

spécifiquement dans mes travaux de thèse.  

1.2.2. Fonctions de GSK3β 

Longtemps restreinte à son rôle dans le métabolisme du glycogène, la kinase GSK3 se révèle, 

en réalité, être une enzyme très importante dans de nombreuses voies de signalisation. En 

effet, à ce jour, plus de cent substrats peuvent être régulés par GSK3. Bien qu’elle soit capable 

de phosphoryler des substrats sur les sites composés d’un résidu serine suivi d’un résidu 

proline (Ser-Pro), une séquence consensus est, cependant, majoritairement retrouvée dans les 

substrats actuels de GSK3. Cette séquence est composée de deux résidus serine ou thréonine 

séparés par trois résidus quelconque : S/T-X-X-X-S/T(P) où GSK3 va phosphoryler le résidu 
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serine ou thréonine situé quatre résidus en position N-terminale d’une serine ou thréonine déjà 

phosphorylée (Beurel et al., 2014). Cependant, cette séquence n’est pas toujours retrouvée. En 

effet, le nombre de résidus entre les sites de phosphorylation peuvent être supérieurs ou 

inférieurs à quatre, et, une phosphorylation pré-requise avant l’action de GSKγ n’est pas 

toujours nécessaire (Cole et al., 2004; Singh et al., 2012). Tout comme Akt, la kinase GSK3 

possède donc de nombreuses fonctions notamment par son implication dans les voies 

PI3K/Akt, Wnt/ȕ-caténine et Raf/Mek/Erk (McCubrey et al., 2014). Seules les fonctions de 

GSKγȕ seront détaillées ci-dessous en se focalisant particulièrement sur ses fonctions au 

niveau des microtubules et des mitochondries. 

 Impact sur les protéines microtubulaires 

La voie de signalisation Akt/GSKγȕ est désormais connue pour jouer un rôle important dans 

la régulation microtubulaire. GSKγȕ possède une forte affinité pour les microtubules 

puisqu’elle co-sédimente avec la tubuline polymérisée (Buttrick and Wakefield, 2008) et, il 

est désormais admis qu’elle est impliquée dans la régulation de nombreuses MAP contrôlant 

ainsi la migration cellulaire mais également la division cellulaire ou encore le trafic 

intracellulaire. La régulation de la protéine Tau par GSKγȕ est la plus documentée dans la 

littérature de part son rôle dans la physiopathologie d’Alzheimer. En effet, GSKγȕ va 

phosphoryler la protéine Tau entraînant sa dissociation des microtubules et provoquant des 

agrégats de Tau dans le cytoplasme. Dans la maladie d’Alzheimer, GSKγȕ est dérégulée 

entraînant une hyperphosphorylation de Tau constituant des filaments cytoplasmiques 

dénommés PHF (paired helical filaments) provoquant la dégénérescence neuronale 

(Lovestone et al., 1994; Takashima, 2006; Takashima et al., 1998). GSKγȕ va pouvoir 

également réguler des MAP déstabilisatrices comme la protéine Op18/Stathmine entrainant 

alors une diminution de l’affinité de la protéine pour la tubuline (Devaux et al., 2012). GSKγȕ 

est également connue pour réguler de nombreuses +TIP parmi lesquelles nous pouvons citer 

la protéine APC composante du complexe Wnt/Axine/ȕ-caténine/GSKγȕ. Cette protéine joue 

également un rôle essentiel dans la régulation des microtubules et notamment au cours de la 

migration cellulaire. En effet, APC interagit avec EB1 aux extrémités (+) des microtubules 

facilitant ainsi la polymérisation microtubulaire (Morrison, 2009). La protéine GSKγȕ en 

phosphorylant APC va entraîner une diminution de son affinité pour les microtubules et ainsi 

sa délocalisation microtubulaire (Zumbrunn et al., 2001). Une autre +TIP intervenant dans la 

migration cellulaire va également être inhibée par la phosphorylation via GSKγȕ : il s’agit de 

CLASP (Akhmanova et al., 2001). Enfin, GSKγȕ peut également inhiber le transport axonal 
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via la phosphorylation de la chaîne légère de kinésine entraînant sa dissociation des 

microtubules. Cette phosphorylation va alors permettre à GSKγȕ de réguler le trafic 

intracellulaire (Morfini et al., 2002, 2004).  

 Rôles dans l’apoptose 

De façon prépondérante, GSKγȕ est une protéine cytoplasmique mais comme nous l’avons vu 

ci-dessus, elle contient dans sa structure une séquence NLS lui permettant d’être localisée 

dans le noyau et, notamment, au cours du phénomène apoptotique. En effet, dès les premiers 

signes de l’apoptose, il a été démontré que les taux intranucléaires de GSKγȕ étaient 

augmentés (Bijur and Jope, 2001). Une fois dans le noyau, GSKγȕ va pouvoir réguler de 

nombreux facteurs de transcription jouant un rôle dans l’apoptose. Par exemple, il a été 

démontré qu’elle pouvait se fixer sur la protéine p53 entrainant alors une activation de 

l’expression des gènes régulés par p53 comme notamment celui codant pour la caspase 3 

(Watcharasit et al., 2002). Inversement, GSKγȕ va pouvoir inhiber des facteurs de 

transcriptions anti-apoptotiques comme les facteurs CREB (cAMP-response element binding 

proteins). GSKγȕ possède donc une activité pro-apoptotique et va pouvoir également 

moduler l’activité des protéines de la famille Bcl-2. Par exemple, elle va phosphoryler 

directement la protéine pro-apoptotique Bax induisant alors sa translocation mitochondriale 

pour favoriser la MOMP et le relargage du cytochrome c (Linseman et al., 2004). Un autre 

exemple, est celui de la phosphorylation de la protéine anti-apoptotique Mcl-1 entrainant alors 

sa dégradation (Maurer et al., 2006; Ren et al., 2013). Cependant, dans certains cas, il a été 

démontré que la protéine GSKγȕ pouvait avoir une activité anti-apoptotique. Par exemple, 

une étude réalisée dans les cellules cancéreuses de pancréas a mis en évidence qu’une 

inhibition prolongée de GSKγȕ était à l’origine d’une augmentation du niveau d’expression 

de la protéine pro-apoptotique Bim (Marchand et al., 2012). Enfin, il est maintenant admis 

qu’il existe au sein de la cellule un pool de GSKγȕ au niveau des mitochondries (Bijur and 

Jope, 2003; Hoshi et al., 1996). Une de ses fonctions au niveau de la mitochondrie va être la 

régulation du VDAC. En effet, il a été démontré que GSKγȕ pouvait phosphoryler le VDAC 

entraînant alors l’inhibition de son interaction avec l’hexokinase II. L’association de cette 

enzyme au VDAC étant connue pour stabiliser les mitochondries et inhiber l’apoptose, la 

phosphorylation du pore mitochondrial par GSKγȕ va donc stimuler l’apoptose (Pastorino et 

al., 2005; Tanno et al., 2014).  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 36 : Cascade d’activation d’Akt. 
L’activation de la kinase Akt se fait via une cascade d’activation intracellulaire. Suite à l’activation de 

PI3K (composé de deux sous-unités p85 et p110), les phospholipides membranaires PIP2 sont 

transformés en PIP3 qui va permettre le recrutement de PDK1 et d’Akt. PDK1 va alors phosphoryler 
Akt sur le résidu T308 provoquant une boucle d’activation avec la phosphorylation de S473 par le 
complexe mTORC2. De plus, sur ce schéma la régulation d’Akt par ubiquinylation est représentée. 

Cette modification post-traductionnelle est importante dans le recrutement d’Akt à la membrane 
cellulaire (Yang et al., 2010). 



70 
 

1.3.  Régulation de la voie de signalisation Akt/GSK3β : un jeu complexe de kinases 

et de phosphatases 

1.3.1. Quand l’activation de l’une concourt… à l’inhibition de l’autre 

L’activation d’Akt nécessite la coopération de différentes enzymes sous la forme d’une 

cascade d’activation. Elle se fait principalement via l’activation des récepteurs tyrosine kinase 

(RTK) tels que l’epidermal growth factor (EGF) ou l’insulin-like growth factor I (IGF-I) ainsi 

que par les récepteurs couplés aux petites protéines G. En l’absence de ligand pour ces 

récepteurs, les trois isoformes d’Akt sont catalytiquement inactives dans le cytoplasme. La 

fixation des ligands sur leur récepteur permet l’activation de PIγK (phosphatidylinositol 3 

kinase). Cette kinase va phosphoryler spécifiquement le groupement hydroxyle situé en γ’ des 

phosphatidylinositols et phosphoinositides. Le PIP2 contenu dans les membranes plasmiques 

est alors converti en PIP3. Ce dernier va permettre le recrutement de protéines possédant un 

domaine PH comme PDK1 (phosphatidyl inositol dependant kinase 1). De la même façon, le 

domaine PH en C-terminal d’Akt permet sa translocation à la membrane plasmique à 

proximité de PDK1. Cette translocation et fixation d’Akt aux phospholipides imposent un 

changement conformationnel de la protéine qui voit alors ses deux sites de phosphorylation 

(T308 et S473) ainsi que son motif hydrophobe (HM) accessibles aux protéines 

intracellulaires et notamment PDK1 qui va phosphoryler la T308. Cette première 

phosphorylation – indispensable à l’activité de la kinase – provoque une boucle d’activation 

permettant la phosphorylation de la S473 par le complexe mTORC2 (mammalian Target Of 

Rapamycin Complex 2) résultant en l’activation complète d’Akt (Bellacosa et al., 2005). De 

plus, il a été démontré qu’Akt était également phosphorylée sur les résidus serine 124 et 

thréonine 450 de façon indépendante de la PI3K ; l’hypothèse émise étant que la 

phosphorylation de ces résidus constitue la première étape de l’activation d’Akt (Liao and 

Hung, 2010). Plus récemment, une nouvelle modification post-traductionnelle d’Akt a été 

mise à jour. En effet, Akt a été démontrée comme substrat de TRAF6 (TNF Receptor-

Associated Factor 6), une E3 ubiquitine ligase. Cette dernière va cibler les résidus lysines en 

position 8 et 14 se trouvant dans le domaine PH entraînant l’ubiquitination de la protéine. 

Cette modification joue un rôle important dans le trafic intracellulaire de la protéine favorisant 

ainsi son recrutement à la membrane (Yang et al., 2009, 2010 ; Figure 36). De plus, les 

nombreux travaux réalisés récemment pour tenter de mieux comprendre la régulation 

intracellulaire des kinases Akt ont révélé d’autres modifications post-traductionnelles comme 

des acétylations, des sumoylations ou encore des glycosylations ainsi que d’autres 
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phosphorylations. L’ensemble de ces modifications est répertorié dans une revue parue en 

2014 (Chan et al., 2014).  

Puisqu’Akt, en présence de ligand pour les récepteurs RTK, est catalytiquement active, la 

kinase GSKγȕ est donc, elle, inactivée principalement par phosphorylation du résidu serine en 

position 9 (S9). En effet, une des kinases responsable de l’inactivation de GSKγȕ est la 

protéine Akt (Bellacosa et al., 2005). Il est à noter que d’autres enzymes sont capables de 

réguler GSKγȕ sur la S9 (PKA, PKC, p90rsk…). L’inactivation de GSKγȕ passe donc par la 

phosphorylation du résidu serine 9 situé dans le domaine N-terminal de la protéine. Cette 

phosphorylation va entraîner un changement conformationnel de la protéine provoquant un 

blocage du site catalytique de l’enzyme qui ne peut alors plus phosphoryler ses substrats 

(Frame et al., 2001). Un autre site de phosphorylation entraînant l’inhibition de GSKγȕ  a été 

mis en évidence. Il s’agit du résidu serine en position 389 (S389) se trouvant dans la partie C-

terminale de la structure protéique. Sa phosphorylation par la kinase p38MAPK concoure 

également à l’inhibition de GSKγȕ (Thornton et al., 2008). Enfin, récemment le site de la 

tyrosine 356 (Y356) a été défini comme un site de régulation négative de l’activité de GSKγȕ 

via sa phosphorylation par la kinase Dyrk1A (Dual-specificity tyrosine(Y)-phosphorylation-

regulated kinase 1A) (Song et al., 2014). A l’opposé de la phosphorylation inhibitrice des 

résidus serines, la GSKγȕ contient dans son domaine catalytique un résidu tyrosine en 

position β16 (Yβ16) qui, lorsqu’il est phosphorylé, augmente son activité en facilitant l’accès 

des substrats au site catalytique de GSKγȕ (Hughes et al., 1993). Il semblerait que cette 

phosphorylation ne soit pas un pré-requis à l’activité de GSKγȕ mais entraînerait une 

augmentation de son activité. En dehors des cycles de phosphorylation/déphosphorylation, 

GSKγȕ va subir d’autres modifications post-traductionnelles récemment découvertes comme 

une acétylation, une mono-ADP-ribosylation ou encore une citrullination (Feijs et al., 2013; 

Monteserin-Garcia et al., 2013; Stadler et al., 2013). Enfin, GSKγȕ peut également être 

régulée par clivage protéolytique via les calpaïnes. En effet, plusieurs études ont mis en 

évidence le rôle des calpaïnes dans le clivage de GSKγȕ à la fois en position N-terminale 

(Thr38-Thr39) et C-terminale (Ile384-Glnγ85) engendrant des fragments de GSKγȕ ayant une 

activité enzymatique augmentée. Le clivage protéique permettant de supprimer de la structure 

protéique le domaine possédant les résidus S9 et Sγ89, GSKγȕ deviendrait ainsi plus active 

puisque dépourvue de son domaine auto-inhibiteur (Feng et al., 2013; Goñi-Oliver et al., 

2007).   



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 37 : Boucle de rétrocontrôle de la voie Akt/MDM2/p53/PHLDA3. 
 La protéine PHLDA3 a pour fonction d’inhiber le recrutement d’Akt. Cette dernière, lorsqu’elle est 

active, phosphoryle MDM2 entrainant sa translocation nucléaire. Une fois dans le noyau, MDM2 va se 

fixer à p53 provoquant sa dégradation. Or p53 activée induit la protéine PHLDA3. Akt via son activité 

sur MDM2 va ainsi provoquer une boucle de rétrocontrôle positif en diminuant l’activité de PHLDA3 
(Liao et al., 2010). 
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1.3.2. Mise en jeu de boucles de rétrocontrôle  

Parmi les mécanismes permettant la régulation de la voie Akt/GSKγȕ, le recrutement d’Akt 

aux membranes cellulaires constitue une étape cruciale de son activation. Elle est soumise à 

une inhibition permanente par la protéine PTEN. Cette dernière est une phosphatase dont la 

principale cible est le PIP3. En hydrolysant spécifiquement la liaison 3-phosphate du PIP3, 

PTEN catalyse la conversion du PIP3 en PIP2. La diminution de la concentration 

membranaire de PIPγ s’oppose alors au recrutement des protéines à domaine PH comme Akt 

et PDK1 (Di Cristofano and Pandolfi, 2000). La kinase GSKγȕ va pouvoir réguler la protéine 

PTEN créant alors une boucle de rétrocontrôle négatif sur sa propre activité. En effet, il a été 

démontré que GSKγȕ pouvait phosphoryler PTEN sur le résidu Thréonine γ66 (Thrγ66) 

entraînant alors une déstabilisation de son activité. Dans ce cas, Akt reste alors active et 

permet l’inhibition de GSKγȕ en phosphorylant le résidu S9 (Maccario et al., 2007). Une 

autre protéine intervient également dans le recrutement membranaire d’Akt : la PHLDA3 

(pleckstrin homology-like domain family A member 3). Cette dernière se fixe aux PIP3 

membranaires et entre ainsi en compétition directe avec Akt et PDK1. Elle empêche donc la 

localisation membranaire d’Akt sans pour autant avoir d’interaction physique directe (Kawase 

et al., 2009). Il est intéressant de noter que PHLDA3 est une protéine induite par p53. Akt 

diminuant l’expression de p5γ via la phosphorylation de MDM2, va de ce fait inhiber 

indirectement PHLDA3 provoquant ainsi une boucle de rétrocontrôle positif (Figure 37 ; Oren 

et al., 2002). Une déphosphorylation sélective des protéines Akt et GSKγȕ représente un 

deuxième mécanisme de régulation de leur activité. Les principales enzymes mises en jeu sont 

les protéines phosphatases PP2A (protein phosphatase 2A) et les phosphatases de la famille 

PHLPP (pleckstrin homology domain and leucine rich repeat protein phosphatase). Cette 

dernière déphosphoryle sélectivement le site S473 d’Akt (Brognard et al., 2007). Bien que 

PP2A déphosphoryle préférentiellement Akt sur le site T308, elle peut également agir sur le 

site S473 (Yang et al., 2010). Tout comme pour PTEN, GSKγȕ va pouvoir inhiber l’action de 

PP2A permettant alors un rétrocontrôle négatif de son activité. En effet, il a été démontré que 

GSKγȕ pouvait indirectement induire la phosphorylation du résidu Yγ07 de PPβA ou induire 

la déméthylation du résidu L309 entrainant alors son inactivation (Yao et al., 2011, 2012). Les 

mécanismes de régulation décrits ci-dessus n’entraînent pas nécessairement la dégradation de 

la protéine mais uniquement son inactivation. Il a été démontré qu’Akt pouvait être dégradée 

par le protéasome. En effet, la protéine ligase E3 TTC3 (tetratricopeptide repeat domain 3) a 

été identifiée comme une ubiquitine ligase liant spécifiquement Akt (Suizu et al., 2009). En 
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parallèle de cette voie protéasomale, il a été constaté qu’Akt était dégradée lorsque la cellule 

rentrait en apoptose. Il semblerait que les caspases soient responsables de cette dégradation 

puisque des études in vitro ont montré que les caspases 3, 6 et 7 clivaient Akt engendrant sa 

dégradation (Xu et al., 2002). 

2. Rôles d’Akt dans la carcinogénèse et la chimiorésistance 

Comme nous venons de le voir, les kinases Akt et GSKγȕ sont dorénavant connues et 

reconnues comme des régulateurs décisifs de nombreuses fonctions cellulaires intervenant 

dans les différents marqueurs des cellules cancéreuses proposés par D.Hanahan (cf. Figure 

26). Dans cette seconde partie du chapitre 3, je vais me focaliser uniquement sur la kinase 

Akt ; élément clef de la deuxième partie de mes travaux de thèse. De plus en plus d’études 

alimentant la littérature indiquent l’importance d’Akt dans l’initiation tumorale ainsi que dans 

son expansion. Il est de nos jours admis que la dérégulation des kinases Akt est une des 

principales perturbations moléculaires retrouvées en pathologies cancéreuses humaines. Akt 

possède ainsi un rôle clef au sein des cellules tumorales et devient, par la même occasion, une 

cible thérapeutique prometteuse. 

2.1.  Akt : médiateur central dans les cellules tumorales 

2.1.1. Perturbations directes des kinases Akt 

Les protéines kinases Akt ont été définies comme des protéines oncogéniques. Plusieurs 

mécanismes peuvent être responsables de ce phénomène. En effet de très nombreux travaux 

ont démontré l’existence de modifications des gènes d’Akt dans un large panel de cancers 

humains (sein, ovaire, poumon, cerveau…) ainsi que d’une hyperactivation de ces protéines. 

L’expression génique de ces kinases ainsi que leur état d’activation intracellulaire font encore 

l’objet actuellement de nombreuses études. Le pouvoir oncogénique de l’amplification du 

gène d’Aktβ a été découvert en 1992 pour la première fois dans des carcinomes ovariens 

(Cheng et al., 1992). Par la suite, ces résultats ont été confirmés dans d’autres études 

notamment sur les carcinomes mammaires, hépatocellulaires ou encore dans les lymphomes 

non Hodgkiniens (Arranz et al., 1996; Bellacosa et al., 1995; Xu et al., 2004). L’amplification 

d’Akt1 a également été découverte dans les carcinomes gastriques, les carcinomes 

mammaires et prostatiques ainsi que dans les tumeurs des tissus mous et les carcinomes 

pulmonaires (Dobashi et al., 2012; Kirkegaard et al., 2010; Staal, 1987). De nos jours, 

l’amplification de l’isoforme Aktγ reste plus rare. Quelques cas ont été observés notamment 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 38 : Dérégulations de la voie de signalisation PI3K aboutissant à l’activation d’Akt. 
Dans les cellules cancéreuses, l’activation d’Akt est fréquemment observée soit par dérégulation 

directe de la kinase due à des amplifications géniques ou à une hyperactivation soit par des 

dérégulations indirectes de la voie PI3K parmi lesquelles nous pouvons citer l’hyperactivation de 
PI3K, la perte de fonction de PTEN par mutation inhibitrice ou encore une dérégulation des récepteurs 

tyrosine kinase (Bellacosa et al., 2005).  
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dans les médulloblastomes pédiatriques ou encore dans les carcinomes mammaires 

(Kirkegaard et al., 2010). L’amplification et la sur-expression des protéines Akt ont été 

corrélées au caractère agressif et invasif de ces cellules tumorales en premier lieu dans les 

cancers pancréatiques humains (Cheng et al., 1996). Les cas de mutations ou de délétions 

chromosomiques sont plus rarement observés. Une mutation du gène d’Akt1 a été découverte 

dans les cancers du sein, celle du gène d’Aktβ dans les cancers colorectaux et enfin un cas de 

mutation au niveau d’Aktγ a été identifié dans les mélanomes (Davies et al., 2008; Rychahou 

et al., 2008; Stemke-Hale et al., 2008). Il a été décrit exceptionnellement des mutations 

oncogéniques activatrices d’Akt, comme par exemple la substitution de l’acide glutamique du 

codon 17 par une lysine se trouvant dans le domaine PH de la kinase Akt1. Cette mutation a 

notamment été rencontrée dans des cancers du sein, colorectaux et ovariens (Carpten et al., 

2007). En parallèle, une hyperactivation des kinases Akt a été répertoriée dans un large panel 

de cancers humains. Dans la plupart de ces pathologies, cette hyperactivation est corrélée à un 

stade avancé de la maladie et/ou à un mauvais pronostic. L’augmentation de l’activité d’Akt1 

a été démontrée dans plus de 40 % des cancers de l’ovaire et du sein et dans plus de 50 % des 

carcinomes prostatiques et pulmonaires (Sun et al., 2001). L’hyperactivation d’Aktβ a été 

observée par exemple dans 30 à 40 % des cancers ovariens et pancréatiques et dans plus de 50 

% des cancers bronchiques, tandis que l’hyperactivation d’Akt3 est plus rarement rencontrée 

et semblerait jouer un rôle en particulier dans les cancers hormono-résistants (Altomare et al., 

2002; Balsara et al., 2004; Yuan et al., 2000).  

2.1.2. Dérégulation de la voie de signalisation PI3K/Akt 

Comme nous l’avons vu précédemment, Akt se trouve au cœur d’une voie de signalisation 

intracellulaire faisant intervenir de nombreux éléments souvent reliés au processus de 

tumorigénèse. L’hyperactivation d’Akt, fréquemment rencontrée dans les pathologies 

cancéreuses, est le plus souvent la conséquence de la sur-expression ou de mutations 

activatrices de ses activateurs et/ou la perte d’expression ou l’apparition de mutations 

inhibitrices de ses inhibiteurs (Figure 38). L’étape cruciale de l’activation d’Akt est le 

recrutement de PIγK permettant la formation de PIPγ indispensable à l’activation d’Akt. 

Plusieurs mécanismes sont répertoriés dans la littérature aboutissant à l’hyperactivation de 

PI3K induisant ainsi l’activité d’Akt. Per exemple, des mutations activatrices du gène PIK3R1 

codant pour la sous-unité régulatrice p85, ainsi qu’une amplification du gène codant la sous-

unité catalytique p110 (gène PIK3Ca), ont été découvertes aboutissant à l’hyperactivation de 

PI3K (Jimenez et al., 1998; Shayesteh et al., 1999). De plus, les kinases Akt sont régulées de 
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façon négative par PTEN se comportant ainsi comme un suppresseur de tumeur. Dans de 

nombreux cancers primitifs et métastatiques, l’activité de PTEN est dérégulée provoquant son 

inhibition et ainsi une perte du contrôle négatif sur Akt. Des mutations somatiques ainsi que 

des délétions chromosomiques du gène codant PTEN sont fréquemment observées dans les 

glioblastomes, les mélanomes ou encore les cancers de la prostate (Sansal and Sellers, 2004). 

De plus, la perte de l’activité de PTEN a également été corrélée à une méthylation de son 

promoteur, notamment dans les cancers du poumon non-à-petites cellules (Soria et al., 2002). 

Enfin, de nombreuses mutations activatrices ou sur-expression des récepteurs tyrosine kinase 

ont été décrites dans de multiples cancers pouvant entraîner en aval l’activation d’Akt. C’est 

le cas notamment pour l’EGF-R (epidermal growth factor receptor), HER2 (human epidermal 

growth factor 2) ou encore PDGF (platelet-derived growth factor) (Giatromanolaki et al., 

1996; Rusch et al., 1997; Vignaud et al., 1994). 

2.2.  Implication thérapeutique d’Akt 

2.2.1. Akt et résistance aux traitements 

Incontestablement, l’émergence de cellules malignes possédant une forte capacité de 

résistance à la chimiothérapie et/ou à la radiothérapie pose un problème majeur dans la prise 

en charge des patients atteints de pathologies cancéreuses. Dans ce contexte, de nombreuses 

études ont démontré le rôle clef d’Akt dans la génération de ces cellules malignes et ceci dans 

un large panel de cancers solides et d’hémopathies malignes. Par exemple, la mise en place de 

mutants d’Akt1 ou 2 constitutivement actifs a montré une forte résistance aux traitements 

comme le topotécan ou encore le paclitaxel (Nakashio et al., 2000; Page et al., 2000). De plus, 

en soumettant les cellules à l’analyse des puces à ADN, de récents travaux ont confirmé 

l’implication de la voie Akt dans les phénomènes de résistance à la radiothérapie et aux 

chimiothérapies. C’est le cas notamment dans les tumeurs gastriques traitées par paclitaxel ou 

encore dans les adénocarcinomes pulmonaires non-à-petites cellules avec la vinorelbine 

(Chen et al., 2012; Fan et al., 2014; Wu et al., 2014). De plus, il a été démontré récemment 

que la voie de signalisation PI3K/Akt joue un rôle important au niveau des cellules souches 

cancéreuses. Ces dernières, identifiées par l’expression membranaire de la protéine CD1γγ 

(prominin-1) (Grosse-Gehling et al., 2013), sont caractérisées par un fort potentiel de 

résistance à la chimiothérapie et à la radiothérapie. A la suite d’une première cure de 

traitement, ces cellules peuvent alors reconstituer une masse tumorale hautement résistante à 

tout traitement (Annabi et al., 2008; Sartelet et al., 2012). Plusieurs études ont montré que 

l’activation de la voie PIγK/Akt induisait l’expansion des cellules souches cancéreuses, 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 39 : Etude sur les essais cliniques comportant un inhibiteur de PI3K/Akt. 
Répartition des essais cliniques en cours avec un inhibiteur de la voie PI3K/Akt en fonction de la 

classe d’agents administrés ou de la stratégie thérapeutique. Les inhibiteurs directs de la kinase Akt 

représentent 27 % des molécules testées. 35 % des stratégies de traitement étudiées fait appel à une 

monothérapie et seulement 15 % associe un inhibiteur de PI3K/Akt à un agent de chimiothérapie 

conventionnelle type MTA. Données issues du site www.clinicaltrials.gov en novembre 2012. 

http://www.clinicaltrials.gov/
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notamment dans les tumeurs de la prostate (Dubrovska et al., 2009). Plus récemment, un autre 

mécanisme d’action a été mis en lumière. Il semblerait que l’activation de la kinase Akt serait 

capable de transformer une population cellulaire cancéreuse (sein et vessie) en une population 

ayant un phénotype proche de celui des cellules souches, possédant ainsi toutes leurs 

caractéristiques : fort potentiel tumorigène et résistance aux traitements (He et al., 2014). 

Toutes ces données permettent ainsi de suggérer qu’Akt pourrait être un potentiel 

biomarqueur de mauvaise réponse aux traitements. 

2.2.2. Akt comme cible thérapeutique  

 Inhibiteurs de la voie PI3K/Akt 

Le rôle pro-survie d’Akt et son implication dans la résistance au traitement fait de cette kinase  

une cible thérapeutique privilégiée. Dans ce contexte, le développement d’inhibiteurs de 

PI3K/Akt a considérablement augmenté ces dernières années, comme le montre le nombre 

croissant d’essais cliniques réalisés avec de nombreuses molécules différentes et dans 

différents schémas de traitement (Figure 39). Les premiers essais cliniques de phase I ont 

permis d’évaluer les doses maximales tolérées (MTD) et de suivre l’éventuelle apparition des 

effets indésirables chez les patients. De façon générale (toutes classes d’inhibiteurs 

confondues), ces composés possèdent une tolérance modérée sans effets toxiques inattendus. 

Cependant, aux MTD, des effets indésirables de grade III et/ou IV ont été observés 

nécessitant alors de diminuer les posologies voire même d’interrompre le traitement. Parmi 

les principaux effets rencontrés, nous trouvons : une hyperglycémie réfractaire à 

l’insulinothérapie, des rashs cutanés non acnéiformes (contrairement aux thérapies ciblées 

anti-EGF-R), des intolérances gastro-intestinales (anorexie, nausées, vomissements, diarrhées) 

ainsi qu’une asthénie importante (Rodon et al., 2013). Les effets pharmacodynamiques des 

inhibiteurs de PI3K/Akt sont évalués sur prélèvement de sang périphérique, sur biopsie ou sur 

prélèvements cutanés. Les examens réalisés les plus fréquemment sont l’évaluation du statut 

de phosphorylation de la kinase Akt ou de ses substrats type PRAS40 par immunohistochimie 

semi-quantitative. De plus, étant donné que la voie PI3K/Akt joue un rôle dans le 

métabolisme du glucose, et que les cellules tumorales sont caractérisées comme étant 

hautement dépendante de la glycolyse (Gatenby and Gillies, 2004), l’analyse des 

biomarqueurs du métabolisme énergétique peut être évaluée comme paramètre 

pharmacodynamique des inhibiteurs de PI3K/Akt. Pour cela, la consommation de glucose par 

les cellules tumorales est mesurée via le 18F-fluorodeoxyglucose (FDG)-PET scan. De plus, 

les taux d’insuline et de peptide-C (issu du clivage de la pro-insuline) peuvent être quantifiés 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 40 : Structure chimique de la périfosine. 
Composé synthétique analogue des alkyl-phospholipides, la périfosine va s’incorporer dans la 

membrane plasmique et bloquer ainsi le recrutement d’Akt et donc, son activation. Actuellement, c’est 
le composé le plus avancé dans les essais cliniques. Il est administré oralement de façon quotidienne. 
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sur prélèvements sanguins. Enfin, certaines études ont évalué le potentiel 

pharmacodynamique des inhibiteurs de PI3K/Akt sur des marqueurs de prolifération type Ki-

67 ou encore sur des marqueurs pro-apoptotiques via la méthode TUNEL (terminal 

deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) recherchant les fragments d’ADN 

(Rodon et al., 2014; Shapiro et al., 2014). 

Les premiers résultats obtenus avec une monothérapie (35 % des essais cliniques actuels ; cf. 

Figure 39) montrent une efficacité dans de nombreux cancers (sein, poumon, ovaire, prostate, 

pancréas, rein, mélanomes, sarcomes et lymphomes). De plus, ces premières études mettent 

en lumière que l’utilisation de ces inhibiteurs pourrait contourner certains phénomènes de 

résistance aux agents de chimiothérapie conventionnelle tels que les sels de platine, les 

Taxanes ou encore la doxorubicine (Hafsi et al., 2012). Cependant, les réponses au traitement 

observées sont moins importantes que celles rencontrées avec d’autres thérapies ciblées 

comme celles ciblant ALK (Anaplastic Lymphoma Kinase) ou encore BRAF (v-raf murine 

sarcoma viral oncogene homolog B1) (Rodon et al., 2013). Si les inhibiteurs de PI3K/Akt 

sont administrés en association avec des agents de chimiothérapie conventionnelle dans 

seulement 15 % des essais cliniques en 2012 (cf. Figure 39), ce pourcentage devrait 

s’accentuer dans les années à venir afin d’augmenter l’efficacité de ces agents et de diminuer 

le risque d’apparition d’effets indésirables. 

 Inhibiteurs spécifiques d’Akt 
27 % des agents utilisés dans les essais cliniques en 2012 sont des inhibiteurs directs d’Akt 

(cf. Figure 39). Plusieurs molécules sont actuellement en cours de développement. Parmi 

elles, deux sont particulièrement intéressantes : la périfosine et le MK-2206 qui seront décrits 

ci-dessous. De plus, la bibliographie est riche d’études réalisées in vitro à l’aide du LY294002 

(2-(4-morpholinyl)-8-phenylchromone). Ce dernier, fréquemment défini comme inhibiteur 

d’Akt, est en réalité un inhibiteur de PIγK qui se fixe sur la sous-unité catalytique p110. 

Contrairement à la wortmannin, l’inhibition engendrée est réversible (Thomas et al., 1997). 

Cependant, l’utilisation de ce composé est limitée par une forte toxicité (notamment cutanée) 

observée lors d’expérience in vivo chez la souris. 

 La périfosine 

La périfosine (octadecyl-(1,1-dimethyl-piperidinio-4-yl)-phosphate) est un nouveau composé 

synthétique analogue des alkyl-phospholipides (Figure 40). Il est administré oralement et agit 

par incorporation dans les membranes plasmiques cellulaires bloquant ainsi le recrutement 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 41 : Structure chimique du MK-2206. 
Inhibiteur allostérique d’Akt, il se fixe au niveau du domaine PH de la kinase entraînant alors un 

changement de conformation de la protéine qui ne peut plus se localiser aux membranes cellulaires. 

Tout comme la périfosine, il est administré oralement et, de nos jours, il est retrouvé dans plusieurs 

essais cliniques de phase II en monothérapie ou en association à des agents de chimiothérapie 

conventionnelle. 
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d’Akt à la membrane. Des études in vitro ont démontré qu’elle agissait comme un inhibiteur 

d’Akt n’affectant pas directement l’activité de la PIγK et de la PDK1 (Kondapaka et al., 

2003). Elle affecte également d’autres voies de signalisation comme JNK et NF-κB ou encore 

la voie Erk (Alexander, 2011; Martelli et al., 2010). Les études précliniques de ce composé 

montrent un effet anti-tumoral dans de nombreux types de cancers : mélanome, 

adénocarcinome pulmonaire, cancer du sein, du colon et myélomes multiples. Plusieurs 

études de phase I ont été conduites afin de connaître la tolérance et les effets indésirables 

engendrés. De façon générale, la périfosine entraîne principalement des troubles gastro-

intestinaux et de l’asthénie pouvant cependant nécessiter l’arrêt du traitement (grade III/IV). 

Aucune toxicité hématologique n’a été décrite. Le schéma posologique le plus fréquemment 

rencontré est 200 mg en une prise orale par jour (Ernst et al., 2005; Vink et al., 2006). Les 

études ont été réalisées sur des patients souffrant de cancers solides incurables, dans des 

cancers pédiatriques ou encore lors d’association avec la radiothérapie et elles ont montré une 

efficacité partielle de la périfosine [NCT00398814 ; NCT01049841 ; NCT00776867]. Par la 

suite, des essais cliniques de phase II ont été entrepris dans un large spectre de pathologies 

cancéreuses. Certaines de ces études ont mis en lumière l’absence d’efficacité de la périfosine 

en monothérapie notamment dans les mélanomes, les sarcomes, dans les cancers du sein ou 

encore de la prostate (Argiris et al., 2006; Ernst et al., 2005; Knowling et al., 2006; Leighl et 

al., 2008). Dans ce contexte, de nouveaux essais cliniques ont été et sont effectués sur des 

protocoles de traitement associant la périfosine à des agents de chimiothérapie 

conventionnelle. A ce jour, deux études de phase III ont été réalisées. La première s’effectue 

sur des patients souffrants de myélomes multiples. L’étude comporte deux bras : périfosine + 

bortezomib + dexaméthasone versus placebo + bortezomib + dexaméthasone 

[NCT01002248 ; terminé en attente des résultats]. La deuxième est effectuée sur des patients 

souffrants de cancers colorectaux avancés. L’association périfosine + capécitabine sera 

étudiée versus capécitabine seule [NCT01097018]. 

 MK-2206 

MK-ββ06 est un inhibiteur allostérique d’Akt (Figure 41). Il se fixe au niveau du domaine PH 

d’Akt entraînant un changement de conformation de la protéine qui ne peut alors plus être 

recrutée à la membrane. Il inhibe ainsi son activité en diminuant à la fois la phosphorylation 

des résidus thréonine 308 et serine 473. Ce composé oral a été testé in vitro en association 

avec différentes classes d’agents anticancéreux et sur différents modèles cellulaires. Les 

résultats ont démontré une efficacité clinique prometteuse ayant permis de l’inclure dans un 
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premier temps dans des essais cliniques de phase I (Hirai et al., 2010). Les principaux effets 

indésirables rencontrés sont des troubles gastro-intestinaux (nausées, vomissements, 

diarrhées), une hyperglycémie et des cas de déshydratation. Dans certains cas, des grades 

III/IV ayant nécessité l’arrêt immédiat du traitement ont été recensés (Fouladi et al., 2014; 

Yap et al., 2011). A ce jour, ce composé a été inclus dans plusieurs essais cliniques de phase 

II tels qu’en monothérapie chez des patients souffrant de cancer ovarien ou péritonéal 

résistant aux sels de platine [NCT01283035] ou en association avec le selumetinib (AZD6244 

– inhibiteur de MAPK/ERK) dans les cancers colorectaux avancés [NCT01333475]. Une 

seule étude teste l’association du MK-2206 avec un MTA : le paclitaxel ainsi que le 

trastuzumab dans un essai clinique de phase I chez des patients souffrant de cancers solides 

avec sur-expression de HER2 [NCT01235897].  
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Box 3 

Le couple Akt/GSK3β joue un rôle pivot dans la signalisation cellulaire en régulant 

de nombreuses fonctions intracellulaires. Au cours de la première partie de mes 

travaux de thèse, nous avons recherché le rôle de ce couple protéique dans le 

mécanisme d’action des MTA. Par la suite, nous avons alors étudié l’intérêt 

d’associer les MTA à des thérapies ciblées anti-Akt. La protéine kinase Akt étant 

de nos jours considérée comme une protéine oncogénique jouant un rôle clef dans le 

développement cancéreux mais également dans la mise en place des phénomènes de 

résistance, de nombreux inhibiteurs de cette protéine sont actuellement en cours de 

développement. Ainsi, les résultats obtenus au cours de ces travaux de thèse 

fourniront les premières bases à l’intérêt de développer de nouvelles associations 

thérapeutiques entre agents de chimiothérapie conventionnelle que sont les MTA 

avec les thérapies ciblées anti-Akt.   
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PPAARRTTIIEE  11  

  

EEFFFFEETTSS  MMIICCRROOTTUUBBUULLAAIIRREESS  DDEESS  MMTTAA  ::  QQUUAANNDD  LLEESS  

MMIITTOOCCHHOONNDDRRIIEESS  SS’’EENN  MMEELLEENNTT  

  

Dans cette première partie de mes travaux de thèse, l’objectif principal était d’améliorer notre 

compréhension de la signalisation liant de façon si intime le réseau mitochondrial au 

réseau microtubulaire. Comme nous allons le voir au travers de l’article qui suit, cette 

recherche fondamentale a aussi permis de révéler de nouveaux acteurs dans le mécanisme 

de réponse des cellules cancéreuses aux MTA, soulevant l’intérêt pour de nouvelles 

associations thérapeutiques qui correspondent au besoin actuel des cliniciens d’optimiser les 

stratégies existantes.  
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1. Contexte de l’étude 

Les mitochondries et les microtubules sont deux réseaux intracellulaires le plus généralement 

analysés de façon dissociée. L’étude de leurs relations s’est longtemps limitée au cadre du 

trafic intracellulaire des mitochondries pour lequel les microtubules servent de rails (Saxton 

and Hollenbeck, 2012; Yaffe et al., 2003). Cependant, depuis plus de 10 ans, des données 

dévoilant les influences réciproques des deux réseaux se sont accumulées. Ainsi, l’ouverture 

du pore mitochondrial VDAC pourrait être régulée par la tubuline elle-même (Carré et al., 

2002; Guzun et al., 2012). Inversement, la dynamique microtubulaire régulée par la +TIP 

CLIP-170 est sous le contrôle de sa phosphorylation par la kinase AMPK, directement régulée 

par la concentration intracellulaire en ATP (Nakano et al., 2010).  

En phase avec l’émergence de ces données tendant à souligner l’existence d’une relation 

étroite entre mitochondries et microtubules, les travaux de notre équipe ont posé les premières 

bases d’un dialogue entre ces deux réseaux en réponse aux MTA. Les conséquences de la 

perturbation de la dynamique microtubulaire sur la régulation des protéines mitochondriales 

Bcl-2 et Bax, via p53, ont ainsi été démontré sous l’effet de la vinflunine et du paclitaxel dans 

les cellules cancéreuses et endothéliales (Bourgarel-Rey et al., 2009; Pasquier et al., 2004; 

Pourroy et al., 2004). Notre équipe a ensuite révélé que, au-delà de leur rôle d’intégrateur des 

signaux apoptotiques, les mitochondries assumaient des fonctions d’initiateur dans le 

mécanisme d’action des MTA par leur capacité à produire des  ROS (Khawaja et al., 2008), 

soulevant l’épineuse question du caractère indispensable du ciblage des microtubules par les 

MTA (André et al., 2006; Carré et al., 2002; Estève et al., 2007). 

 

L’ensemble de ces travaux apportaient un rationnel fort à l’hypothèse de l’existence d’une 

réelle communication intracellulaire entre mitochondries et microtubules sous l’effet des 

MTA, sans pour autant que ses principaux acteurs aient été identifiés. Nous avons choisi 

d’aborder cette question en nous interrogeant sur l’influence que la génération des ROS par 

le réseau mitochondrial pouvait avoir sur la dynamique et les fonctions du réseau 

microtubulaire. En parallèle de l’initiation de mes travaux de thèse, l’étude menée par J.W. 

Smyth a permis de soulever une piste intéressante. Ils ont démontré, dans des cellules 

d’adénocarcinome du col de l’utérus (cellules HeLa) et dans des cardiomyocytes murins, que 

l’apport d’un stress oxydatif exogène via l’H2O2 entrainait une diminution de l’accumulation 

des protéines EB1 aux extrémités (+) des microtubules à l’origine d’une perturbation des 

jonctions intercellulaires (Smyth et al., 2010).  



 

 
 

Figure 1 : Détermination de l’effet de l’H2O2 sur la survie cellulaire dans trois lignées cellulaires 
cancéreuses humaines : A549, SK-N-SH et U87-MG.  
Cytotoxicité de l’H2O2 à 72 heures sur les 3 lignées (panel de gauche). Tableau avec les IC50 de l’H2O2 

sur les différentes lignées (panel de droite). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 
 

 
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 
Figure 2 : Visualisation de la distribution intracellulaire de la protéine EB1 sous l’effet d’un 
traitement par 35 µM d’H2O2 pendant 6h. 
Marquage d’EB1 en immunofluroscence indirecte – microscopie à épifluorescence – grossissement 

100X. 
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2. Résultats 

Un des pré-requis avant de débuter cette étude « ROS mitochondriaux/fonctions 

microtubulaires » était de s’assurer qu’un stress oxydatif exogène induisait bien une 

perturbation du système microtubulaire dans nos modèles d’étude, i.e. les lignées cellulaires  

humaines d’adénocarcinome pulmonaire (A549), de neuroblastome (SK-N-SH) et de 

glioblastome (U87-MG). Les concentrations d’H2O2 utilisées dans la littérature étant souvent 

élevées et rapidement toxiques, nous avons commencé par déterminer les valeurs des IC50 

(concentrations inhibant 50 % de la survie cellulaire), respectivement de 35 ± 1, 15 ± 6,9 et 35 

± 3 µM dans les lignées de cellules cancéreuses A549, SK-N-SH et U87-MG (Figure 1). Par 

immunofluorescence, nous avons ensuite pu observer que le H2O2 exogène induisait un 

marquage punctiforme et diffus de la +TIP EB1, alors qu’elle s’accumule classiquement à 

l’extrémité (+) des microtubules sous forme de comètes dans les cellules non traitées (Figure 

2). Ces observations confirment donc les travaux réalisés par J.W. Smyth et ont constitué le 

point de départ de notre étude visant à déterminer si les mitochondries, en tant que source 

principale de ROS intracellulaires, sont impliquées (i) dans la régulation de la dynamique 

et des fonctions du réseau microtubulaire et (ii) dans l’activité anti-microtubulaire des 

MTA.  
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ABSTRACT

Microtubule-targeting agents (MTAs) are largely administered in adults and 

children cancers. Better deciphering their mechanism of action is of prime importance 

to develop more convenient therapy strategies. Here, we addressed the question of 

how reactive oxygen species (ROS) generation by mitochondria can be necessary 

for MTA eficacy. We showed for the irst time that EB1 associates with microtubules 
in a phosphorylation-dependent manner, under control of ROS. By using phospho-

defective mutants, we further characterized the Serine 155 residue as critical for 

EB1 accumulation at microtubule plus-ends, and both cancer cell migration and 

proliferation. Phosphorylation of EB1 on the Threonine 166 residue triggered opposite 

effects, and was identiied as a requisite molecular switch in MTA activities. We then 
showed that GSK3β activation was responsible for MTA-triggered EB1 phosphorylation, 
resulting from ROS-mediated inhibition of upstream Akt. We thus disclosed here a 
novel pathway by which generation of mitochondrial ROS modulates microtubule 

dynamics through phosphorylation of EB1, improving our fundamental knowledge 

about this oncogenic protein, and pointing out the need to re-examine the current 

dogma of microtubule targeting by MTAs. The present work also provides a strong 

mechanistic rational to the promising therapeutic strategies that currently combine 

MTAs with anti-Akt targeted therapies.

INTRODUCTION

Mitochondria are dynamic organelles that are 

organized in cells as a network closely connected to 

microtubules. They constitute a major source of Reactive 

Oxygen Species (ROS), which can form as a natural 

byproduct of the normal metabolism of oxygen through 

oxidative phosphorylation. ROS mainly consist in 

superoxide anion radical (O
2
.-), hydroxyl radical (OH.) 

and hydrogen peroxide (H
2
O

2
). Among them, H

2
O

2
 acts 

as a second messenger for many cellular processes such 

as migration, proliferation and differentiation [1-3]. 

While a basal level of ROS is essential for cell viability, 

a mitochondria-governed oxidative stress has been linked 

to cell death induction through the intrinsic apoptotic 

pathway [4-5] and to mitochondrial network fragmentation 

that contributes to cell dysfunctions [6-7]. This growing 

set of data paved the way for new strategies that take 

into account the functional capacity of mitochondria to 

produce ROS in cancer cells, and that aim at interfering 

with mitochondrial energetics to improve cancer treatment 

[8-9].

Microtubule-Targeting agents (MTAs) are a 

broad group of anticancer drugs that are currently 

administered in a large range of indications in adults and 

children. It is well established that MTAs activate the 

intrinsic apoptotic pathway, and especially mitochondria 

membrane permeabilization and cytochrome c release 
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[extensively reviewed in 10-11]. MTA anti-mitochondrial 

activities can result from a modulation of Bcl-2 family 

members’ expression levels [12-14] or from a direct 

targeting of mitochondrial membranes [15-16]. MTAs are 

largely described to primary alter microtubule dynamic 

instability, resulting in suppression of both essential 

mitotic and interphase processes, such as cell proliferation, 

polarization and migration [17-19]. A growing set of data 

shows that MTA eficacy depends on microtubule plus end-
tracking proteins (+TIPs), which control multiple aspects 

of microtubule dynamic instability [20-21]. The End-

Binding protein 1 (EB1) forms comet-like accumulation 

at the growing microtubule plus-ends – by recognizing 

the GTP-cap and tubulin conformational intermediate 

states induced by GTP hydrolysis [22-23] – and plays 

a central role in assembly of +TIPs complexes [24-25]. 

The physiological functions of EB1 have been largely 

reviewed in a variety of microtubule-mediated cellular 

activities, including migration and cell division [26-27]. 

In addition, EB1 is overexpressed in several cancers 

[28-29] and we recently showed that this overexpression 

selectively sensitized glioblastoma to in vitro and in vivo 

MTA treatment (Berges et al., submitted). Our previous 

works also reported that alteration of EB1 accumulation 

at microtubule plus-ends was a fundamental event in MTA 

mechanism of action [30-32]. The intracellular machinery 

responsible for regulation of EB1 binding at microtubules 

is still under extensive investigations and discussions. 

Recent studies reported phosphorylation of EB3, another 

member of the EB family [33-34], increasing the range of 

+TIPs subjected to this post-translational modiication [35-
36]. While a phosphorylation of EB1 homologues (Bim1p 

and Mal3) has been pointed out in budding and ission 
yeasts [37-38], this process has not been yet identiied in 
mammalian cells. 

To date, the role of mitochondrial ROS in 

microtubule dynamics regulation has never been evaluated. 

However, in 2010, Smith [39] showed that an exogenous 

H
2
O

2
-mediated oxidative stress led to EB1 release from 

microtubule plus-ends, in cervix adenocarcinoma cells 

and cardiomyocytes from mice. Here, we aimed at 

characterizing the inluence of mitochondrial ROS on 
microtubule dynamics and functions, and its involvement 

in cell response to MTA chemotherapy. We irst showed 
that mitochondrial ROS overproduction was determining 

for MTA-mediated alteration of EB1 accumulation 

and cell response to drug cytotoxic and anti-migratory 

activities, in cancer cells of various tissue origins. We then 

highlighted that EB1 was subjected to phosphorylation, 

which regulates its ability to bind to microtubules. We 

further characterized Serine 155 and Threonine 166 as 

the potential phosphorylated residues, which exerted 

distinct effects on EB1 accumulation and microtubule 

dynamics. GSK3β activation, that resulted from ROS-
mediated inhibition of Akt, was lastly identiied as 
responsible for MTA-triggered EB1 phosphorylation. 

Altogether, our results revealed a novel signaling pathway 

between mitochondria and microtubules, which could 

have high potential for therapeutic strategies and better 

understanding of cellular processes.

RESULTS

Mitochondrial ROS overproduction governs MTA 

cytotoxic and anti-migratory activities.

To evaluate the ability of MTAs to modulate 

mitochondrial ROS generation, several human cancer 

cell lines were used, originating from non-small cell 

lung carcinoma (A549), neuroblastoma (SK-N-SH), 

and glioblastoma (U87-MG). As shown in Fig.1A, 2nM 

vincristine, paclitaxel and patupilone (i.e. representative 

of the main MTA sub-classes used in the clinic at 

concentrations around IC
50

 in vitro) promoted O
2

.- 

production in the three cell lines. For example, in SK-N-

SH cells, O
2

.- production by mitochondria was increased 

by 36.6 ± 4.5 % after a 6 h-treatment with vincristine, 

and was maintained to a similar level after 24 h (32.9 ± 

2.7 %; p<0.01). In agreement, H
2
O

2
 intracellular levels 

were signiicantly increased by MTAs, whatever the 
cancer cell line evaluated (Fig.1B and Supplementary 

Fig.1A). The anticancer drugs were then combined to 

KCN, rotenone or tiron. These co-incubations resulted 

in the entire suppression of O
2

.- and H
2
O

2 
overproduction 

leading to ROS basal level return whatever the inhibitor 

used (Fig.1B and Supplementary Fig.1B). To deinitely 
ascertain the mitochondrial origin of the MTA-triggered 

ROS overproduction, we developed mtDNA-mutated ρ(-)

SK-N-SH cells, that were characterized by a decrease in 

ROS production from mitochondria (– 29 ± 3 %; p<0.001; 

Fig.1C). Unlike parental wtSK-N-SH cells, ρ(-)SK-N-SH 

cells were unable to overproduce O
2

.- after a 6 h-treatment 

with vincristine (Fig.1C). Altogether, these data clearly 

show that MTAs share the capacity to selectively enhance 

ROS generation from mitochondria in different human 

cancer cell lines.

To specify the role of ROS overproduction in 

MTA activity, we irst measured the drug effects on wt 

and ρ(-)SK-N-SH cell survival. As shown in Fig.1D and 

Supplementary Fig.1C, ρ(-)SK-N-SH cells were highly 

resistant to a 72 h-treatment with vincristine or patupilone. 

Even concentrations that caused up to a 90 % decrease in 

wtSK-N-SH cell survival remained ineffective in ρ(-)SK-

N-SH cells. Consistently, the time-dependent induction 

of A549 cell death by vincristine was suppressed when 

combined with tiron (Fig.1E and Supplementary 

Fig.1D). Transwell® assays further revealed that ROS 

overproduction was also essential for the anti-migratory 

effects of MTAs. These experiments have been performed 

in U87-MG cells, since glioblastoma are among the 
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Figure 1: Mitochondrial ROS overproduction governs MTA cytotoxic and anti-migratory activities. (A) Relative 

production of superoxides by WST-1 assay in A549, SK-N-SH and U87-MG cells during vincristine, paclitaxel or patupilone treatment at 2 

nM at 6 and 24 h. (B) Relative generation of hydrogen peroxide by the H
2
DCFDA luorescence test in A549 and SK-N-SH cells incubated 

with 2 nM of vincristine, paclitaxel or patupilone, ROS inhibitors/scavengers or their combination for 6 h (MTAs are compared to control, 

while combinations are compared to MTAs alone). (C) Relative production of superoxides measured by WST-1 assay in wtSK-N-SH and 

ρ(-)SK-N-SH cells treated with 2 nM vincristine for 6 h. (D) wtSK-N-SH and ρ(-)SK-N-SH cell survival revealed by the MTT test after a 

72 h-exposition to vincristine. (E) Detection of apoptosis by low cytometry analysis of annexin-V and propidium iodide staining in A549 
cells treated with vincristine (2nM), tiron or their combination for 24 and 48 h. (F) Measurement of transwell migration in U87-MG cells 

in the presence of 2 nM of vincristine or patupilone, tiron or their combination for 6 h. Data are presented as mean ± S.E.M. Student’s t-test 

*, p<0.05; **, p<0.01.
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most invasive cancers. As shown in Fig.1F, vincristine 

and patupilone treatment signiicantly decreased cell 
migration, by 34 ± 6 % (p<0.05) and 40 ± 3 % (p<0.01) 

respectively. However, when combined with tiron, MTAs 

did not display anti-migratory properties anymore. 

Inhibition of mitochondrial ROS overproduction is thus 

a source of cell resistance to both cytotoxic and anti-

migratory effects of treatment.

ROS overproduction by MTAs is responsible for 

inhibition of EB1 accumulation at microtubule 

plus-ends.

MTAs are known to affect cell proliferation 

and migration via inhibition of EB1 accumulation at 

microtubule plus-ends and alteration of microtubule 

Figure 2: MTA-mediated ROS overproduction inhibits EB1 accumulation at microtubule plus-ends. (A) Double indirect 

immunoluorescence staining of EB1 (red) and α–tubulin (green) in A549 cells incubated with 2 nM of vincristine, paclitaxel or patupilone 
for 6 h. Scale bars, 20μm. Magniied images: Scale bars, 5μm. (B) Quantiication of EB1 comet length in A549 cells treated with MTAs 
and/or antioxidants for 6 h. Scale bars, 2.5μm. (MTAs are compared to control while combinations are compared to MTAs alone). (C) 
Immunoluorescence staining of EB1 and quantiication of EB1 comet length in wtSK-N-SH and ρ(-)SK-N-SH under 6 h-treatment of 

vincristine at 2nM. Scale bars, 10μm. Magniied images: Scale bars, 2.5μm. Data are presented as mean ± S.E.M. Student’s t-test **, 
p<0.01; ***, p<0.001.
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dynamics instability. Here, we intended to understand 

whether mitochondrial ROS are be involved in such 

processes caused by MTAs. Confocal microscopy revealed 

a typical pattern of EB1 with comet-like structures at the 

plus-ends of microtubules in A549 control cells (Fig.2A, 

control panels). As expected, treatment with MTAs for 6 

h signiicantly inhibited EB1 accumulation at microtubule 
plus-ends (Fig.2A). Measurement of EB1 comets yielded 

a length from 2.7 ± 0.1 µm in control cells to 1.4 ± 0.1, 0.8 

± 0.1 and 1.0 ± 0.1 µm respectively in cells incubated with 

paclitaxel, vincristine and patupilone (p<0.01) (Fig.2B). 

It is noteworthy that EB1 expression level was not 

Figure 3: Phosphorylation of EB1 modulates its microtubule binding, microtubule dynamics and the microtubule-

governed cell functions. (A) Immunoprecipitation (IP) was performed in U87-MG and A549 cell lysates with anti-EB1 monoclonal 

antibody and the precipitates were analysed by western blot probed with anti-phosphoprotein total and anti-EB1 antibodies. (B) Western 

Blot analysis of EB1 expression in wtEB1-GFP, EB1 T166A-GFP, EB1 S155A-GFP transfected U87-MG cells. Parental U87-MG wild 

type (wt) was used as a negative control and α–tubulin was used as loading control. (C) Representative images and quantiication of EB1 
comet length in U87-MG cells transfected with wtEB1-GFP, EB1 T166A-GFP and EB1 S155A-GFP. Scale bars, 2.5μm. (D) Measurement 
of transwell migration in EB1 T166A and EB1 S155A U87-MG transfected cells, expressed as a percentage of transmigrated cells in wtEB1 

cells. Panel shows representative images of the lower surface ilter taken with an Olympus microscope. Scale bars, 200µm. (E) Proliferation 
assay in wtEB1, EB1 T166A and EB1 S155A U87-MG transfected cells. Data are presented as mean ± S.E.M. Student’s t-test *, p<0.05; 

**, p<0.01; ***, p<0.001.
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modulated by MTA treatment (Supplementary Fig.2A), 

strongly suggesting that EB1 proteins were delocalized at 

the microtubule plus-ends. We then evaluated the impact 

of KCN and tiron on EB1 localization in A549 cells. 

Interestingly, their simultaneous combination with MTAs 

prevented drug-induced EB1 delocalization (Fig.2B). For 

instance, the impact of vincristine on EB1 comet length 

was limited to 30 % when combined with KCN and 

totally suppressed by tiron. These results were similarly 

obtained in U87-MG and SK-N-SH cells (Supplementary 

Fig.2B, 2C and data not shown). It should be noticed that 

treatment with tiron alone increased the length of EB1-

decorated plus-end of microtubules by 23 % in A549 cells 

(Fig.2B) and by 13 % in U87-MG cells (Supplementary 

Fig.2C), strengthening the link between intracellular ROS 

levels and EB1 ability to accumulate at microtubule plus-

ends.

To further conirm these unexpected results, we 
measured EB1 comet length in wt and ρ(-)SK-N-SH 

cells. Consistently with the 29 ± 3 % decrease in basal 

mitochondrial O
2

.- levels (Fig.1C), comet length was 

increased in ρ(-)SK-N-SH cells to 2.8 ± 0.2 µm (Fig.2C), 

as compared with the parental wt cells (1.7 ± 0.1 µm; 

p<0.001). We also quantiied the median number of EB1 
comets per cell, that increased from 160 ± 10 in wtSK-

N-SH cells to more than 270 ± 22 in ρ(-) cells suggesting 

that number of growth microtubules increased (data 

not shown). Vincristine treatment (for 6 h), which was 
highly effective in wtSK-N-SH cells, caused a complete 

disappearance of EB1 accumulation at microtubule plus-

ends in 88 % of the cell population (data not shown). In 

cells that still contained EB1 comets, vincristine decreased 

their length from 1.7 ± 0.1 µm to 1.0 ± 0.1 µm (p<0.001; 

Fig. 2C). Interestingly, in ρ(-)SK-N-SH cells, vincristine 

did neither alter EB1 comet length (2.8 ± 0.2 to 2.4 ± 

0.1 µm; p>0.05) nor comet number (data not shown) in 

the majority of cell population (92 % of cells; data not 

shown). These data deinitely involve ROS generation 
by mitochondria in regulation of EB1 accumulation at 

microtubule plus-ends.

Phosphorylation of EB1 regulates its accumulation 

at microtubule plus-ends, microtubule dynamics 

and microtubule-governed cell functions.

A growing body of evidence has recently 

demonstrated that +TIPs, including EB3, can be subjected 

to phosphorylation. To analyze whether such a process 

could be responsible for changes in EB1 accumulation 

at microtubule plus-ends, we performed EB1 

immunoprecipitation associated with anti-phosphoprotein 

antibody. For the irst time, we found a phosphorylated 
form of EB1 in U87-MG cell lysates (Fig.3A, left panel). 

We also revealed that EB1 phosphorylation was suppressed 

by the O
2

.- scavenger tiron. This ROS-dependent post-

translational modiication of EB1 was then conirmed in 
A549 cells (Fig.3A, right panel). Since tiron also increased 

EB1 comet length (see Fig.2B and Supplementary Fig.2C), 

one can reasonably hypothesize that phosphorylation may 

control EB1 ability to form comets at microtubule plus-

ends. Using PhosphoSite, we thus generated constructs 

encoding for phospho-defective human EB1 protein, via 

substitution of threonine 166 or serine 155 residues by 

an alanine residue. We irst ascertained that endogenous 
EB1 expression was repressed in favor of exogenous EB1-

Table 1: Measurement of EB1 comet length in wtEB1-GFP, EB1 T155A-GFP and EB1 
S166A-GFP transfected U87-MG cells treated with vehicle (control) or vincristine 2 nM 
for 6 h. Data are presented as mean ± S.E.M. Student’s t-test ****, p<0.001; NS, p>0.05.

EB1 comet length (µm) control vincristine vincristine vs control

wtEB1 2.5 ± 0.1 1.0 ± 0.1 - 60 % ***

T166A 3.9 ± 0.1 3.4 ± 0.1 - 13 % NS

S155A 1.9 ± 0.1 1.0 ± 0.1 - 47 % ***

Table 2: Measurement of microtubule dynamics parameters by live microscopy of EB1 at microtubule plus-ends 
in wtEB1-GFP, EB1 T155A-GFP and EB1 S166A-GFP transfected U87-MG cells exposed to vehicle (control) or 
vincristine 2 nM for 6 h. EB1 comets were tracked over time to measure microtubule growth rate and catastrophe frequency. 
Data are presented as mean ± S.E.M. Student’s t-test *, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001; NS, p>0.05.

variables control vincristine vincristine vs control

Growth rate (µm.min-1) 10.6 ± 0.4 7.5 ± 0.5 - 30 % ***

wtEB1 Catastrophe frequency (µm-1) 1.0 ± 0.1 1.7 ± 0.1 + 65 % ***

Decoration time (s) 14.2 ± 0.1 8.0 ± 0.3 - 56 % ***

Growth rate (µm.min-1) 15.9 ± 0.6 15.9 ± 0.7 < 1 % NS

T166A Catastrophe frequency (µm-1) 0.7 ± 0.1 0.9 ± 0.1 + 26 % *

Decoration time (s) 14.7 ± 0.2 12.8 ± 0.3 - 13 % NS

Growth rate (µm.min-1) 12.5 ± 0.5 8.5 ± 0.7 - 31 % ***

S155A Catastrophe frequency (µm-1) 0.9 ± 0.1 1.5 ± 0.2 + 56 % **

Decoration time (s) 9.0 ± 0.1 7.0 ± 0.2 - 23 % *
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GFP in the stably transfected U87-MG cells with the EB1 

T166A-GFP, EB1 S155A-GFP, and non-mutated wtEB1-

GFP constructs (Fig.3B). We also ensured that the length 

of wtEB1-GFP comets was similar to the endogenous EB1 

comets stained by immunoluorescence (2.5 ± 0.2 µm vs. 
2.2 ± 0.1 µm; p>0.05; Fig 3C and supplemental Fig 2C). 

We then measured that comet length was signiicantly 
increased to 3.9 ± 0.2 µm in T166A mutant cells, as 

compared with comets in wtEB1 cells that were 2.5 ± 0.2 

µm (p<0.001) (Fig.3C and Table 1). Consistently with 

this, we showed by live imaging luorescence microscopy 
that the T166A mutation of EB1 signiicantly increased 
microtubule growth rate (15.9 ± 0.6 µm.min-1 vs. 10.6 

± 0.4 µm.min-1 in wtEB1 cells) and reduced catastrophe 

frequency (0.7 ± 0.1 µm-1 vs. 1.0 ± 0.1 µm-1 in wtEB1 

cells) (Table 2 and supplementary videos 1 and 2). The 

time of existence of EB1 binding sites at microtubule 

plus-ends, termed “decoration time”, was not different in 

the T166A-EB1 cells and in the wtEB1 cells (14.7 ± 0.2 

s and 14.2 ± 0.1 s respectively), since EB1 comet length 

and microtubule growth rate increased in a similar way 

(Table 2). The S155A mutation differently interfered with 

the microtubule system. EB1 comet length was conversely 

decreased to 1.9 ± 0.1 µm in S155A mutant cells (p<0.01; 

Fig.3C and Table 1), microtubule growth rate was only 

increased by 18 % (p<0.05) and the catastrophe frequency 
was not signiicantly modiied (p>0.05) as compared 
with wtEB1 cells (Table 2 and supplementary videos 1 

and 3). In addition, decoration time of microtubule plus-

ends by EB1 S155A was decreased by 40 %, indicating 

that regulation of EB1 binding by phosphorylation on 

the S155 residue is distinct to what occurs when EB1 is 

phosphorylated on the T166 residue.

Lastly, we explored the relevance of EB1 

phosphorylation in microtubule-governed cell functions. 

T166A mutation led to slight increases in cell migration 

Figure 4: ROS-mediated EB1 phosphorylation is involved in MTA activities. (A) A549 cells were treated for 6 h with 2 nM 

of vincristine, paclitaxel and patupilone or combined with tiron, and lysed. Immunoprecipitation was performed as described in legend of 

Figure 3A. (B) Survival of wtEB1, EB1 T166A and EB1 S155A transfected U87-MG cells exposed to vincristine, measured by the MTT 

test. (C) Migration of U87-MG transfected cells (see details in Figures 3D legend) after a 6 h-treatment with vincristine 2 nM. Data are 

presented as mean ± S.E.M. Student’s t-test NS, p>0.05; **, p<0.05.
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Figure 5: ROS-mediated Akt/GSK3β pathway governs EB1 phosphorylation under MTA treatment. (A) Western blot 

analysis of expression and activity of Akt and GSK3β under 6 h-treatment with 2 nM of vincristine, paclitaxel or patupilone in A549 cells. 
Quantiication of western blot bands, expressed as phospho/total protein ratio; α–tubulin was used as loading control. (B) Same experiment 
in cells exposed to patupilone, tiron or their combination. (C) A549 cells were treated for 6 h with 2 nM of vincristine or combined with 

SB216763. Immunoprecipitation was performed as described in Figure 3A legend. Data are presented as mean ± S.E.M. Student’s t-test *, 

p<0.05; **, p<0.01.
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(+ 23 ± 7 %; p<0.05) and cell proliferation (up to + 15 

% at 96h) as compared to wtEB1 cells (Fig.3D and 3E). 

On the opposite, S155A mutation resulted in the decrease 

of the U87-MG cells migration (– 28 ± 6 %; p<0.05), as 

well as cell proliferation (– 11 % at 96h). Thus, depending 

on the residue targeted, EB1 phosphorylation results 

in quite opposite effects on microtubule dynamics and 
microtubule-governed cancer cell functions. 

ROS-mediated EB1 phosphorylation is involved 

in MTA activities.

To investigate whether EB1 phosphorylation 

play a role in MTA activity, we performed EB1 

immunoprecipitation from MTA-treated A549 cells 

(for 6 h). We showed that 6 h-treatment of vincristine, 

paclitaxel and patupilone increased EB1 phosphorylation 

Figure 6: GSK3β activation governs EB1 accumulation at microtubule plus-ends and MTA activities. (A) Double indirect 

immunoluorescence staining of EB1 (red) and α–tubulin (green) and quantiication of EB1 comet length in A549 cells incubated with 
2 nM of vincristine, SB216763 or their combination for 6 h. Scale bars, 20μm. Magniied images: Scale bars, 5μm. (B) Detection of 
apoptosis in A549 cells by low cytometry analysis of annexin-V and propidium iodide staining under 2 nM of patupilone, SB216763 or 
their combination for 6 h. (C) Measurement of transwell migration in U87-MG cells under 6 h-treatment of vincristine or patupilone 2 

nM, SB216763 or their combination. See Figure 3D legend for details. Data are presented as mean ± S.E.M. Student’s t-test *, p<0.05; **, 

p<0.01; ***, p<0.001.
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1.7, 2.5 and 3.2 times, respectively (Fig.4A, left and right 

panels). We revealed thus that patupilone-mediated EB1 

phosphorylation was governed by ROS, since it was 

suppressed by a simultaneous combination with tiron 

(Fig.4A, right panel). These data were validated in U87-

MG cells exposed to vincristine (Supplementary Fig.3).

In agreement with results obtained in U87-MG 

cells, vincristine decreased EB1 comet length by 60 

% in wtEB1-GFP transfected U87-MG cells (Table 1). 

Further, treatment also inhibited microtubule dynamics, 

via both a decrease in microtubule growth rate (– 30 %) 

and a huge increase in catastrophe frequency (+ 65 %) 
in wtEB1 cells (Table 2). Importantly, vincristine became 

almost completely ineffective in reducing comet length at 

microtubule plus-ends in EB1 T166A-GFP cells (Table 

1). In these mutant cells, the MTA-mediated increase in 

catastrophe frequency was limited to 26 %, while the 
decrease in microtubule growth rate was totally prevented 

by the T166A substitution (Table 2). On the opposite, 

the S155A mutation did not protect EB1 comet and 

microtubule dynamics from vincristine-induced damages 

(Tables 1 and 2).

We then explored if changes in EB1 phosphorylation 

inluence MTA activities. As shown in Fig.4B, T166A cells 
were signiicantly less sensitive to cytotoxic effects of 
vincristine (for 72 h), with an IC

50
 value 4.4 fold-increased 

as compared to wtEB1 cells (9.2 ± 0.2 nM and 2.1 ± 0.4 

nM respectively; p<0.05). Moreover, T166A mutation of 

EB1 inhibited the anti-migratory activity of vincristine 

(for 6 h) (Fig.4C). In EB1 S155A mutated cells, unlike 

in T166A cells, vincristine cytotoxicity was maintained 

(IC
50

 value 2.1 ± 0.2 nM; Fig.4B), and vincristine anti-

migratory effects were similar as those measured in wtEB1 

cells (– 37 % and – 42 % respectively). 

Collectively, our results revealed that inhibition 

of EB1 T166 residue phosphorylation results in cancer 

cell insensitivity to MTA anti-microtubule activities, as 

well as resistance to MTA cytotoxic and anti-migratory 

properties. Conversely, MTAs are still effective in S155A 

mutant cells.

The Akt/GSK3β pathway governs EB1 
phosphorylation in MTA treated cells. 

We next sought to identify the molecular actors 

responsible for EB1 phosphorylation downstream of 

mitochondrial ROS generation. It has been reported 

that Microtubule-Associated Proteins (MAP) can be 

phosphorylated by GSK3β [40]. To investigate the 
involvement of the Akt/GSK3β signaling pathway in 
MTA-mediated EB1 phosphorylation, we irst assessed 
the expression of phosphorylated S473 Akt, as well 

as S9 GSK3β. As shown in Fig.5A, 6 h-treatment with 
vincristine, paclitaxel or patupilone similarly led to a 

decrease by 50 % in the phosphorylated active form of 

Akt. Concomitantly, we showed a decrease in GSK3β 
phosphorylation (40 %, 37 % and 36 % respectively for 

the three MTAs), which is correlated with its activation. 

To determine whether ROS overproduction was involved 

in Akt inhibition, MTA-treated cells were simultaneously 

incubated with tiron. Interestingly, the O
2

.- scavenger 

restored initial phospho-Akt and phospho-GSK3β levels 
(Fig.5B and Supplementary Fig.4A), indicating that MTA-

triggered ROS overproduction was responsible for Akt 

inactivation and, consequently, GSK3β activation. Then, 
to determine the role of GSK3β in EB1 phosphorylation, 
A549 cells were treated with MTA combined with the 

GSK3β speciic inhibitor SB216763 during 6 h. As 
shown in Fig. 5C, SB216763 suppressed patupilone-

mediated phosphorylation of EB1, clearly pointing out 

that GSK3β is required to achieve EB1 phosphorylation. 
Consistently, SB216763 prevented EB1 accumulation 

at microtubule plus-ends in vincristine-treated A549 

cells (0.8 ± 0.1 µm and 2.6 ± 0.9 µm for vincristine and 

the combination respectively; p>0.05) (Fig.6A). Same 

results were obtained in U87-MG cells (Supplementary 

Fig.4B). Lastly, we showed that GSK3β was involved in 
both pro-apoptotic and anti-migratory activities of MTAs. 

For instance, SB216763 reduced 2.0 and 1.9 times A549 

cell death induced by a 48 h-treatment with vincristine 

and patupilone respectively (p<0.01; Fig. 6B). Likewise, 

we showed that combination of MTAs with SB216763 

resulted in a total suppression of the anti-migratory 

effect of vincristine and patupilone (Fig. 6C). Of note, 

we also analyzed AMPK activity, that appeared not to be 

involved in MTA activities (data not shown). Altogether, 

our results highlight a pivotal role for the ROS-modulated 

Akt/GSK3β pathway that, via EB1 phosphorylation and 

accumulation to microtubule plus-ends, governs MTA 

eficacy.

DISCUSSION

Understanding anticancer drug mechanism of action 

is of prime importance, not only for deciphering resistance 

processes but also for developing more convenient cancer 

therapy strategies. Here, we disclosed a novel mechanism 

by which generation of mitochondrial ROS suppresses 

microtubule dynamics, through Akt/GSK3β-mediated 
phosphorylation of EB1. Importantly, we identiied this 
signaling bridge between mitochondria and microtubules 

as responsible for a considerable part of cancer cell 

response to MTA cytotoxic and anti-migratory activities.

EB1 is a conserved and ubiquitous member of 
the +TIPs family that regulates the growth and the 

polymerization of microtubules [41-42]. EB1 represents 

core element of a dynamic network at the growing 

microtubule plus-ends and regulate microtubule 

dynamics through recruitment of others +TIPs [24-25].

We previously showed that MTA anti-cancer and anti-

angiogenic eficacy correlated with EB1 comet disruption 
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in human neuroblastoma, glioblastoma and endothelial 

cells [30-32]. Processes underlying regulation of EB 

proteins binding to microtubule plus-ends have been the 

object of intensive investigations, and post-translational 

modiications such as detyronisation /retyrosination or 
acetylation of the EB1 C-terminal domain have been 

recently proposed [43-44]. The data currently available 

also reported phosphorylation of EB3 in endothelial and 

HeLa cells [33-34]. Phosphorylation of EB1 homologues 

(Bim1p and Mal3) has been shown in budding and ission 
yeasts [37-38], but there was still no evidence for such 

a process in mammalian cells. In the present study, we 

showed for the irst time that EB1 was phosphorylated 
in human cancer cells of various tissue origins. By using 

phospho-defective mutants, we further identiied Serine 
155 and Threonine 166 as the potential residues subjected 

to phosphorylation. These residues are located in the EB1 

linker region, which connects the N-terminal calponin 

homology domain with the C-terminal domain of EB 

proteins. The linker region of EB1 tightly contributes 

to its microtubule binding by promoting the Calponin-

Homology domain binding [24 and 45]. Here, we showed 

that phosphorylation on the S155 residue is required to 
EB1 accumulation at microtubule plus-ends, and both 

cancer cell migration and proliferation. Our results are 

supported by a recent study that linked EB3 stabilization 

during mitosis to its phosphorylation on S176 by Aurora 

kinases [46]. Phospho-defective S155 mutant decreased 

microtubule decoration time by EB1, suggesting that 

S155 phosphorylation may increase the time of existence 

or the number of EB1 binding sites at microtubule plus-

ends. Further, EB1 is now considered to speciically 
recognize both the tubulin GTP nucleotide state and the 

GTP hydrolysis-induced conformational states [22-23]. 

S155 phosphorylation may thus increase the time of 

existence of these intermediate forms by inhibiting GTP 

hydrolysis. The phospho-defective T166A mutant sharp 

contrasted with the S155A mutant since it promoted 

EB1 binding in a typical comet-like accumulation and 

induced microtubule growth through an increase cell 

proliferation and migration in cancer cells. Interestingly, 

EB3 phosphorylation on the S162 residue, which is also 

localized in the linker region, has been similarly identiied 
to be required to destabilize the EB3 dimer and suppress 
microtubule growth [33]. Lastly, unlike S155 residue, 

T166 phosphorylation may appear to be required for the 
decrease of the EB1 decoration time of microtubules by 

MTAs. We characterized phosphorylation of EB1 on T166 

residue as a requisite molecular switch in MTA eficacy, 
from microtubule dynamics alterations to cytotoxic and 

anti-migratory consequences.
We identiied the serine/threonine kinase GSK3β 

as responsible for MTA-triggered EB1 phosphorylation 

and decrease in EB1 accumulation at microtubule plus-

ends. EB1 can thus now be included to the class list of 

+TIP proteins that are substrates of GSK3β and associate 

with microtubules in a phosphorylation dependent 

manner [40]. Interestingly, we showed that GSK3β 
activation was essential for anti-migratory properties 

of MTA chemotherapy. Besides the well-known role of 

GSK3β in cell migration via APC [47], GSK3β-mediated 
phosphorylation of EB1 is a likely determining step 

in the migratory process. In support to this, previous 

works reported the importance of EB1 to stabilize 

microtubule plus-ends at cell cortex and target adhesion 

sites during migration [26, 30]. In the present study, 

we also showed that GSK3β participated to cancer cell 
death induced by MTAs. This may be related to the pro-

apoptotic properties of GSK3β, through phosphorylation 
of apoptotic regulators (such as Bax or Mcl-1) [48-49]. 

GSK3β activation resulted from Akt inactivation in 
MTA-treated cancer cells. Since the GSK3β selective 
inhibitor SB216763 only partially protected cells from 

MTA-induced cytotoxicity, we can easily hypothesize that 

inactivation of the pro-survival kinase Akt is also involved 

in the cell death process, by modulating either apoptotic 

actors or transcription factor activity [50]. Aberrantly high 

activation of Akt is a characteristic feature of resistance 

to multiple chemotherapies in a large variety of human 

cancers [51]. Akt inhibitors are currently evaluated in 

clinical trials, in combination with conventional cytotoxic 

drugs [52]. Especially, combination of perifosine or MK-

2206 with paclitaxel in ovarian, gastric and melanoma 

cancers has been recently shown to be a very promising 

approach [53-55]. In support to this, inhibition of the 

PI3K/Akt/mTOR pathway by NVP-BEZ235 potentiates 
effects of vincristine and reduces chemoresistance in in 

vitro and in vivo leukemia and sarcoma models [56-57]. 

By highlighting the key role of the Akt/GSK3β pathway 
in MTA mechanism of action, our results (i) support the 

interest for such therapeutic combinations to emphasize 

response to chemotherapy and overcome drug resistance, 

and (ii) give for the irst time an explanation to their 
molecular mechanism. 

It has become clear that ROS can inluence activity 
of numerous kinases and thereby control cell behavior [58]. 

Here, we showed that GSK3β activation in MTA-treated 
cells relies on mitochondrial ROS-mediated inhibition of 

upstream Akt. Molecular and chemical blockade of ROS 

overproduction ultimately led to cell insensitivity to both 

MTA cytotoxic and anti-migratory activities. Furthermore, 

very preliminary results have shown a deicit in ROS 
generation induction from mitochondria in multi-drug 

resistant cells (personal data). A more complex approach 

than only targeting of microtubules is thus warranted. 

Accordingly, a direct targeting of mitochondria by MTAs 

incorporated in novel mitochondriotropic nanocarriers 

has shown a gain in eficacy [59-61]. While mitochondria 
silencing has long been accepted as general consensus 

in cancer cells (Warburg effect), recent studies revealed 

that this intracellular network is still functional, even in 

cells that shifted cellular energy metabolism to glycolysis 
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[62]. Hence, a potential therapeutic strategy may consist in 

the re-activation of mitochondrial oxidative metabolism, 

including by inhibiting glycolysis [63-64]. Interestingly, 

the glycolytic phenotype of cancer cells has been reported 

to be induced by Akt upregulation [65]. A very recent 

study supports this link between energetic metabolism and 

Akt pathway, since GSK3β has been reported to potentiate 
mitochondria biosynthesis stimulation induced by a 

2-Desoxy-Glucose-mediated inhibition of glycolysis [66]. 

Thus, combining MTAs to anti-Akt targeted therapies (as 

discussed above) might also be eficient through induction 
of a switch from a glycolytic to an oxidative phenotype in 

cancer cells.

To conclude, by characterizing a novel 

phosphorylation-mediated regulation of EB1, the present 

study improves our fundamental knowledge about this 

oncogenic protein, which inluences processes involved 
in cancer progression. We also showed the role played by 

mitochondrial ROS to initiate such a regulatory process 

of EB1 that leads to MTA eficacy, pointing out the need 
to reexamine the current dogma of microtubule targeting 

by MTAs. Lastly, our work provides a strong mechanistic 

rational to the promising therapeutic strategies that 

combine MTA-based conventional chemotherapy with 

anti-Akt targeted therapies.

MATERIAL AND METHODS

Cell culture

Human non-small lung carcinoma (A549), 

neuroblastoma (SK-N-SH) and gliobastoma (U87-MG) 

cells were obtained from ATCC (Manassas, VA, USA). 
They were grown in RPMI-1640 medium or in MEM 

medium supplemented with 1% L-glutamine (Lonza, 

Levallois-Perret, France), 10 % fetal calf serum (Lonza), 

1 % penicillin/streptomycin (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, 

MO, USA). Rho-negative (ρ(-)) SK-N-SH cells were 

obtained by incubating parental (wt) SK-N-SH cells for 8 

weeks with ethidium bromide as previously described [4]. 

All cell lines were routinely maintained in culture at 37°C 

and 5 % CO
2
 and regularly screened to ensure the absence 

of mycoplasma contamination. Cells were seeded (1.9 

x 104 cells/cm2 for A549, 3.3 x 104 cells/cm2 for SK-N-

SH and 1.3 x 104 cells/cm2 for U87-MG) 24 hours before 

treatment. 

Drugs and reagents

Stock solution of paclitaxel (Novasep synthesis) 

was prepared in dimethyl sulfoxide (DMSO) (Sigma-

Aldrich) while vincristine (Lilly, Strasbourg, France) 

and patupilone (Sigma-Aldrich) were prepared in sterile 

distilled water. Stock solutions of tiron and potassium 

cyanide (KCN) were prepared in sterile distilled water, 

while rotenone was prepared in DMSO. SB216763 was 

purchased from Sigma-Aldrich. All these solutions were 

freshly diluted in the culture medium for experiments.

Cytotoxicity test

Cells were seeded in 96-well plates to be treated 

during 72 hours with MTAs. Cell survival was measured 

by using the colorimetric MTT assay (Sigma-Aldrich) as 

we previously performed [14, 32]. 

Measurement of Reactive Oxygen Species

Cells were treated with MTAs, antioxidants, or 

their simultaneous combination for 6 hours. KCN and 

rotenone, speciic inhibitors of complex I and IV of the 
mitochondrial respiratory chain were used at 100µM 

and 100nM respectively, and the O
2

.- scavenger tiron at 

2mM. Hydrogen peroxide production was evaluated by 

H
2
-DCF-DA luorescence (Life Technologies, Carlsbad, 

USA) in 96-well black plates. Formation of DCF 

luorescent product was measured in a Fluoroskan Ascen 
FL plate reader as previously described [4]. Superoxide 

ion generation was measured by WST-1 colorimetric test 

(Roche, Mannheim, Germany). After 30min of WST-1 

incubation (500µM), absorbance was measured at 450nm 

with a Multiskan plate reader (Ascent). For each assay, the 

reading was corrected for the estimated cell number: cells 
were ixed with 1 % glutaraldehyde (Sigma–Aldrich) and 
stained with 1 % Crystal-violet (Sigma–Aldrich) solution 

in 20 % Methanol (Sigma–Aldrich). 

Indirect immunoluorescence analysis

Cells were grown on 8-well chamber slides (Labtek, 

Thermo Scientiic, Roskilde, Denmark), precoated for 1 
hour with ibronectin (10 μg/ml) for U87-MG or with 
type I collagen (30µg/ml) for SK-N-SH (Sigma Aldrich), 

to be treated for 6 hours with MTAs and inhibitors. As 

previously described [32], cells were incubated with 

the anti-EB1 (clone 5; BD Biosciences, San Jose, CA) 

and α-tubulin (clone DM1A; Sigma Aldrich) primary 
antibodies, and then with Alexa488 or 568-conjugated 

secondary antibodies (Molecular Probes). Staining was 

observed using either a Leica DM-IRBE microscope or 

a Leica TCS SP5 confocal laser-scanning microscope 

(Leica, Heidelberg, Germany). Images were acquired 
using Metamoph software or the Leica Confocal software, 

and were processed using Image J software. For each 

experimental condition, at least 400 EB1 comets (in 40 

cells) were examined to measure their length.
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Western blot analysis

Cells were lysed after 6 hours treatment in 

RIPA buffer (Tris-HCl 50mM pH 8.0, NaCl 250mM, 

Triton-X100 0.1 %) with a cocktail of proteases 

and phosphatases inhibitors (Sigma-Aldrich) added 

freshly. Protein concentrations were determined using 

the Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad laboratories, 

France). Proteins were separated by SDS-PAGE and 

electrotransferred onto a nitrocellulose membrane. 

Primary antibodies used were directed against EB1 (clone 

5; BD Biosciences), α-tubulin (clone DM1A, Sigma 
Aldrich), Ser 473 phospho-Akt, total Akt, Ser 9 phospho-

GSK3β (Cell Signaling, Boston, USA), total GSK3β 
(Life Technologies). Peroxydase-conjugated secondary 

antibodies (Jackson Immunoresearch, Baltimore, USA) 

and chemiluminescence detection kit (Millipore) were 

used for visualization, and signal quantiication was done 
with Image J software. 

EB1 immunoprecipitation

Cells were lysed in modiied RIPA buffer (Tris-
HCl 50mM pH 7.5, NaCl 150mM, 1mM EDTA, 2.5mM 

MgCl
2
) with a cocktail of proteases and phosphatases 

inhibitors added freshly. Prior to immunoprecipitation, 

5µg of anti-EB1 antibody (clone 5; BD Biosciences) 

was added to 50µl of protein G-Sepharose beads (Sigma-

Aldrich) for 1 hour. Then, an equal amount of each protein 
lysate was incubated with the previous mixture and rotated 

overnight at 4°C. After centrifugation, the supernatant 

was removed and the immune complex was analyzed by 

Western blot with primary antibodies against EB1 (clone 

5; BD Biosciences) and serine, threonine and tyrosine 

phosphorylated proteins (clone SPM101; Abcam). 

Proliferation test

Cells were grown in 96-well plates, and were ixed 
at different times with 1 % glutaraldehyde and stained with 

a 1 % Crystal-violet solution in 20 % Methanol. The stain 

was eluted with DMSO and absorbance was measured at 

600nm with a Multiskan Ascent plate reader. 

Annexin V-FITC/PI staining assay

Following a 24 and 48 hours treatment, cells 

were exposed to Apoptosis/Necrosis Detection Kit 

(BD Biosciences) used according to the manufacturer’s 

instructions. The luorescence was analyzed by low 
cytometry analysis (FacSort of Becton Dickinson 

Immunocytometry Systems, Inc., San Jose, CA) as 

previously described [67]. 

Transwell migration assay

Cells were allowed to migrate for 6 hours in 

a transwell migration chamber (0.8 μm ilter, BD 
Bioscience); for details see our previous work [32]. 

Pictures of the lower sides of ilters were taken with 
an Olympus microscope. Six ields per condition were 
imaged and transmigrated cells were counted. Results 

were expressed as a percentage of transmigrated cells 

compared with no treatment condition. 

Plasmid constructs and transfection

pEB1-T166 and S155 were derived from pEB1-

GFP (human EB1 in pEGFP N1 to express EB1-GFP) 

by mutation of the T166 or/and S155 of EB1 using the 

Quickchange II site directed mutagenesis kit (Agilent 
Technologies, Les Ulis, France) according to the 

manufacturer’s protocol. The T166 and S155 were both 

replaced by an A by mutation. The primers (mutations are 

underlined) used were: 
T166 site (561 bp from origin): 
MuEB1T166 F 5’ 

GAGGCCCATCTCAGCACAGAGAACC 3’

MuEB1T166 R 5’ 

GGTTCTCTGTGCTGAGATGGGCCTC 3’

S155 site (527 bp from origin): 
MuEB1S155 F 

5’CCTCTCACTGCTAGCAGTGCAGCTC 3’

MuEB1S155 R 5’ 

GAGCTGCACTGCTAGCAGTGAGAGG 3’

The resulting mutant cDNA (pEB1–T166A and 

pEB1–S155A) constructs were sequenced to conirm their 
integrity before use (Beckman Coulter Genomics). U87-

MG cells were then transiently transfected with 3µg pEB1, 

pEB1–T166A or pEB1–S155A using Lipofectamine 

2000 reagent (Life Technologies) according to the 

manufacturer’s instructions. To establish stable clones, 

cells were selected with 0.8 µg/ml geneticin (Life 

Technologies). 

Fluorescent time-lapse video microscopy

Time-lapse acquisitions for microtubule dynamics 
experiments (wtEB1-GFP, T166A-GFP and S155A-GFP 

U87-MG cells) were performed with a Leica DM-IRBE 

equipped with a 60X / NA 1.49 objective lens. Thirty-
one images per cell were acquired at 2-s intervals using 
a digital camera (CCD camera Coolsnap FX; Princeton 

Instruments). Analysis of microtubule dynamics was 

performed using the manual tracking personalized 

plug-in for Image J software. Position of EB1 comets 

was detected by thresholding a iltered image and the 
centroids of individual comets were followed over time. 
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Changes in length exceeding 0.067 µm were considered 

as growth events. Catastrophe frequency was calculated 
for each individual comet tracked, and corresponds to the 

inverse of the total length of growth. Decoration time was 

calculated by dividing EB1 comet length by microtubule 

growth rate. At least 30 microtubules were analyzed for 

each experimental condition.

Statistical analysis

Each experiment was performed at least in 

triplicate. Data are presented as mean ± S.E.M. Statistical 

signiicance was tested using Student’s t test. A signiicant 
difference between two conditions was recorded for *, 

p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001.
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Figure 3 : Voie de signalisation entre les mitochondries et les microtubules  
concourant à l’efficacité des MTA. 

 

Au cours de la première partie de mes travaux de thèse, nous avons pu mettre en évidence une voie de 

signalisation intracellulaire à l’origine de l’efficacité des MTA. Ainsi, nous avons démontré le rôle 
primordial de la mitochondrie en amont du mécanisme d’action de ces anticancéreux en générant une 

surproduction de ROS. Ces derniers vont alors inactiver la kinase Akt. Un des substrats de cette kinase 

Akt, la protéine GSK3β est alors trouvée dans le cytoplasme sous forme active et va inhiber 
l’accumulation de la protéine EB1 aux extrémités (+) des microtubules via un phénomène de 

phosphorégulation. Cette délocalisation d’EB1 va provoquer une perturbation de la dynamique des 

microtubules à l’origine des effets anti-prolifératifs et anti-migratoires des MTA.  
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3. Discussion 

La présente publication (Oncotarget 2014) met en évidence que, dans différentes lignées 

cancéreuses humaines, les MTA entraînent une surproduction des ROS mitochondriaux à 

l’origine de l’efficacité de ces agents. Quel que soit le procédé employé (modèles rho(-), 

scavengers ou inhibiteurs pharmacologiques), la restauration d’un niveau basal de ROS  

supprime en effet toute activité cytotoxique et anti-migratoire de ces anticancéreux. Nous 

avons ensuite mis en lumière, pour la première fois, que les ROS générés sous l’effet du 

traitement régulaient la fixation de la protéine EB1 aux extrémités (+) des microtubules via un 

phénomène de phosphorylation. Le développement de deux mutants phospho-défectifs sur 

les résidus serine 155 et thréonine 166 nous ont alors permis de constater que, en fonction du 

résidu phosphorylé, la dynamique et les fonctions des microtubules ainsi que la réponse aux 

MTA étaient différentes. Ainsi, la phosphorylation du résidu S155 semble plutôt influencer 

EB1 au cours de processus physiologiques tels que la migration ou la prolifération, tandis que 

la phosphorylation du résidu T166 participe aux propriétés d’inhibiteur de la dynamique 

microtubulaire des MTA. Enfin, nos travaux ont révélé le rôle crucial de la voie Akt/GSK3ȕ 

dans la phosphorylation d’EB1 et ses conséquences fonctionnelles, plaçant ainsi la kinase 

Akt au cœur de l’efficacité des MTA. Ces données révèlent donc l’existence d’une voie de 

signalisation intracellulaire entre mitochondries et microtubules à l’origine des activités 

anticancéreuses des MTA (Figure 3). 

 La protéine EB1 : futur biomarqueur pronostique/prédictif ? 

Ces dernières années, la protéine EB1 s’est révélée être un élément crucial dans la régulation  

de la dynamique du réseau microtubulaire, en servant de plateforme de recrutement des autres 

+TIP aux extrémités (+) des microtubules (Akhmanova and Steinmetz, 2008). Mes travaux de 

thèse, ainsi que des études précédentes effectuées au sein du laboratoire, ont mis en évidence 

son rôle pivot dans le mécanisme d’action des MTA. Les effets anti-migratoires et anti-

prolifératifs des Taxanes comme des Vinca-alcaloïdes reposent ainsi sur l’inhibition de  

l’accumulation d’EB1 aux extrémités (+) des microtubules. Comme pour de nombreuses 

autres protéines associées aux microtubules, cette « délocalisation » d’EB1 mettrait en jeu des 

modifications post-traductionnelles. Dans notre étude, nous avons pu mettre en évidence la 

phosphorégulation d’EB1, qui s’ajoute donc au cycle de détyrosination/(re)tyrosination décrit 

dans une étude précédente démontrant également l’impact de la vincristine (Rovini et al., 

2013). En effet, il a été démontré qu’elle engendrait une diminution de la forme détyrosinée 
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d’EB1 dans des cellules cancéreuses et endothéliales. De plus, au cours de ces travaux, il a été 

mis en évidence l’existence d’une forme nitrotyrosinée d’EB1 laissant alors penser un rôle 

important des ROS dans cette MPT, tout comme observé pour la phosphorégulation d’EB1. 

Par la suite, il serait alors intéressant de continuer à caractériser les modes de régulation 

d’EB1, en précisant la nature des différentes modifications post-traductionnelles dont elle fait 

l’objet mais également leurs conséquences fonctionnelles. Notre étude montre, par 

mutagénèse dirigée, que la dérégulation de la phosphorylation du résidu serine 155 est 

associée au caractère invasif et prolifératif des cellules tumorales, suggérant que la protéine 

EB1-S155 puisse être un marqueur pronostique des tumeurs. Cette notion affine les 

données de la littérature qui démontrent qu’EB1 joue un rôle important dans la tumorigénèse. 

Sa sur-expression est en effet facteur de mauvais pronostique dans de nombreux cancers tels 

que les cancers colorectaux, les hépatocarcinomes, les cancers œsophagiens, les glioblastomes 

ou encore les cancers du sein (Berges et al., 2014; Dong et al., 2010; Orimo et al., 2008; 

Stypula-Cyrus et al., 2014; Sugihara et al., 2012). Au-delà d’une sur-expression de la protéine 

EB1, il serait alors peut-être plus judicieux aux vues de nos résultats d’évaluer l’expression de 

la forme phosphorylée du résidu S155 d’EB1. De plus, de récentes études tendent à démontrer 

un rôle prédictif pour EB1 dans la réponse au traitement et, en particulier, aux MTA. In vitro, 

l’équipe de R. Mohan a ainsi montré que la présence d’EB1 sensibilisait les microtubules à 

l’action de ces agents anticancéreux (Mohan et al., 2013). Par la suite, la sur-expression 

d’EB1 a été associée à une meilleure réponse aux Vinca-alcaloïdes dans les glioblastomes 

(Berges et al., 2014). Cependant, il est à noter que peu d’études ont à ce jour été réalisées et 

que leurs conclusions ne s’accordent pas toujours. C’est le cas dans le cancer du sein, où une 

forte expression d’EB1 a, à la fois, été reliée à une efficacité accrue et réduite du paclitaxel 

(Luo et al., 2014; Thomas et al., 2015). Cette divergence dans les résultats pourrait 

s’expliquer par le fait que seul le niveau d’expression d’EB1 a été évalué jusqu’à maintenant, 

ignorant toute modification post-traductionnelle telle que la phosphorylation du résidu 

thréonine 166 dont notre étude a relevé l’intérêt dans la réponse aux MTA. 

 Les mitochondries : pièce centrale dans le mécanisme d’action des MTA 

Depuis quelques années, les mitochondries bénéficient d’un nouveau regain d’intérêt de la 

part de la communauté scientifique, notamment depuis la reconnaissance de la modulation du 

métabolisme énergétique en tant que nouvelle approche thérapeutique prometteuse. Les 

travaux présentés dans notre article démontrent clairement leur rôle primordial dans le 
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mécanisme d’action des MTA. En effet, nous montrons que la surproduction des ROS 

mitochondriaux constitue un maillon précoce et indispensable à l’efficacité de ces agents. 

Même si, en accord avec leur appellation, il n’y a aucun doute sur le fait que les agents anti-

microtubules affectent la dynamique et les fonctions du réseau microtubulaire, nos travaux 

laissent clairement entendre que leur cible première pourrait être le réseau mitochondrial 

voisin. Des données récentes de la littérature appuient cette hypothèse puisque le 

développement de nouvelles formulations galéniques du paclitaxel permettant l’adressage du 

principe actif aux mitochondries a mis en lumière un gain d’efficacité significatif par rapport 

à la molécule mère (Biswas et al., 2012; Zhou et al., 2013). Ces formulations dénommées 

« nanovecteurs mitochondriotropiques » sont basées sur l’utilisation de liposomes couplés 

à des molécules possédant une affinité pour les mitochondries. Ils sont généralement 

amphiphiles, possèdent une charge cationique localisée en leur centre, et leur accumulation 

est due au fort potentiel membranaire des mitochondries. Leur principal représentant est le 

STTP pour stéaryl triphénylphosphonium (Boddapati et al., 2005). A ce jour, peu d’études ont 

été réalisées avec ces nanovecteurs mais les premiers résultats obtenus semblent prometteurs, 

notamment pour contourner les phénomènes de résistance au traitement comme démontré 

récemment dans des cellules de carcinomes ovariens résistantes au paclitaxel (Solomon et al., 

2013).  

 Les maladies liées aux dysfonctionnements mitochondriaux : un enjeu en 
santé publique? 

Outre son implication dans la biologie des tumeurs et leur réponse au traitement, il est admis 

depuis longtemps que la dérégulation des mitochondries joue un rôle crucial dans de 

nombreuses pathologies. Les maladies mitochondriales regroupent une grande variété de 

pathologies dont le dénominateur commun est un déficit de la chaîne respiratoire 

mitochondriale. Les pathologies neurodégénératives en sont un bon exemple ; les neurones 

étant des cellules à forts besoins énergétiques et donc particulièrement sensibles à tout défaut 

dans la fonctionnalité du réseau mitochondrial. Ces dernières années, plusieurs études ont 

caractérisé des altérations qualitatives ou quantitatives des protéines régulant la dynamique 

des mitochondries telles que Drp1, OPA-1 ou encore Mfn2 (Cho et al., 2009; Shirendeb et al., 

2011; Wang et al., 2009) ainsi que des altérations métaboliques telles qu’une activité accrue 

de la chaine respiratoire ou des modifications du complexe I entraînant ainsi la 

dégénérescence neuronale (Demetrius and Driver, 2013; Simcox et al., 2013). Parmi ces 

maladies, nous pouvons citer la maladie de Huntington, la sclérose latérale amyotrophique 
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(SLA), la maladie de Parkinson ou encore la maladie d’Alzheimer ; ces deux dernières 

représentant un véritable enjeu de santé publique en France (Burté et al., 2014; Correia et al., 

2012). De façon intéressante, de récents travaux ont mis en évidence l’intérêt de restaurer les 

fonctions mitochondriales dans ce type de pathologies. Par exemple, dans la maladie de 

Parkinson, il a été démontré que le rétablissement du trafic intracellulaire, par stimulation de 

la polymérisation microtubulaire, permettait de rendre le réseau mitochondrial à nouveau 

fonctionnel et donc de rétablir l’homéostasie cellulaire (Esteves et al., 2014). Un autre 

exemple marquant est celui du petit peptide viral (BDV X protein) dont le ciblage des 

mitochondries entraine une inhibition de la fission mitochondriale ainsi qu’une réduction de la 

production de ROS mitochondriaux permettant ainsi de protéger les neurones de la 

dégénérescence (Szelechowski et al., 2014). De nombreuses études sont actuellement 

réalisées dans la maladie d’Alzheimer afin de mieux comprendre le phénomène 

physiopathologique à l’origine de cette maladie et ainsi, de pouvoir développer par la suite de 

nouvelles stratégies thérapeutiques. Par exemple, les travaux de J. Yan ont mis en évidence 

que l’inhibition de la phosphorylation de Drp1 par GSK3ȕ réduisait la dégénérescence 

neuronale soulevant ainsi la piste d’inhibiteurs de GSKγȕ comme solution thérapeutique dans 

la maladie d’Alzheimer (Yan et al., 2015). De façon assez contre-intuitive, des études 

réalisées sur la maladie d’Alzheimer ont révélé un rôle intéressant à jouer pour les MTA dans 

la prise en charge de ces patients. Le paclitaxel pourrait ainsi avoir un rôle protecteur des 

neurones lorsqu’il est utilisé uniquement à de très faibles doses notamment en restaurant le 

trafic mitochondrial (Shemesh and Spira, 2011). De même, les épothilones, MTA de dernière 

génération, semblent posséder également des propriétés neuroprotectrices (Zhang et al., 

2012). Une revue parue il y a trois ans répertoriait déjà les propriétés thérapeutiques 

potentielles des différentes classes de MTA dans les tauopathies et, en particulier, dans la 

maladie d’Alzheimer (Ballatore, 2012). Par ailleurs, nos propres travaux, réalisés en 

collaboration avec l’équipe de Pascale Durbec (IBDML – UMR6216, Marseille), montrent 

que le paclitaxel est capable de favoriser la différenciation des cellules de précurseurs 

d'oligodendrocyte (OPC) en oligodendrocytes myélinisants, étape indispensable au bon 

fonctionnement des axones des neurones du système nerveux central (données 

confidentielles ; manuscrit en cours de préparation). La caractérisation du mécanisme 

d’action, via les réseaux microtubulaire et mitochondrial notamment, est en cours dans ce 

modèle et aux vues des résultats semblerait passer par un effet antioxydant protecteur des 

axones exercé par le paclitaxel. 
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Enfin, il n’est pas possible de parler de maladies mitochondriales sans évoquer les diverses 

myopathies (Katsetos et al., 2013), dont font partie certaines pathologies cardio-vasculaires 

marquées notamment par une sur-production des ROS à l’origine des dommages endothéliaux 

(Gao et al., 2008; Verdejo et al., 2012). Plus de 300 pathologies (MID pour mitochondrial 

disorders), de tableau clinique très variable, ont maintenant été reliées à des mutations dans 

l’ADN mitochondrial. L’incidence globale de ces maladies est estimée à 200 nouveaux cas 

par an en France (Orphanet) et aucune d’entre elles ne bénéficie actuellement de traitement 

spécifique. 

*** 
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PPAARRTTIIEE  22    

  

AASSSSOOCCIIAATTIIOONN  MMTTAA//AANNTTII--AAKKTT  ::  NNOOUUVVEELLLLEE  

SSTTRRAATTEEGGIIEE  TTHHEERRAAPPEEUUTTIIQQUUEE  PPRROOMMEETTTTEEUUSSEE  

  

Cette deuxième partie de mes travaux de thèse avait pour objectif d’évaluer l’intérêt 

thérapeutique de nouvelles associations entre agents de chimiothérapie conventionnelle – que 

sont ici les MTA – et des thérapies ciblées anti-Akt de dernière génération. En identifiant une 

nouvelle voie de signalisation entre mitochondries et microtubules, nos précédents travaux ont 

en effet révélé un rôle crucial et inattendu de la kinase Akt au cœur de l’efficacité des MTA. 

Ces résultats fournissent ainsi un rationnel mécanistique fort aux stratégies thérapeutiques 

associant les MTA et anti-Akt. Ce travail s’inscrit dans le domaine de l’oncopharmacologie, 

avec le développement d’une nouvelle stratégie thérapeutique visant notamment à 

améliorer la prise en charge des cancers  du poumon. 



 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figure 4 : Représentation non-exhaustive des différents composés appartement à la grande 
famille des thérapies ciblées en fonction de leur cible cellulaire.  
Les avancées en oncologie ces dernières années ont permis de mettre en évidence un grand nombre de 

biomarqueurs intracellulaires ou membranaires à l’origine du développement d’inhibiteurs 
thérapeutiques faisant partie des thérapies ciblées. Sur ce schéma, nous pouvons ainsi voir apparaître 

la périfosine ciblant Akt mais également les anticorps monoclonaux et les inhibiteurs 

pharmacologiques ciblant le récepteur à l’EGF (Ma and Adjei, 2009).  
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1. Contexte de l’étude 

Au cours de ces vingt dernières années, alors que l’incidence des pathologies cancéreuses est 

en constante augmentation sur la population mondiale – due au vieillissement de la population 

ainsi qu’à l’amélioration des outils de diagnostic – il est à noter que la mortalité est, quant à 

elle, en décroissance continue grâce à un arsenal thérapeutique efficace. Le cancer du 

poumon, et en particulier le cancer du poumon non-à-petites cellules (NSCLC – non small 

cell lung cancer) représentant 85 % des cancers du poumon, reste cependant la première cause 

de décès dus aux pathologies cancéreuses dans le monde (Torre et al., 2015). En France, il 

représente 40 000 nouveaux cas diagnostiqués chaque année, et est en progression constante 

chez la femme avec une incidence multipliée par sept ces trente dernières années (source 

INCa). Il n’existe à l’heure actuelle aucune méthode clairement validée pour le dépistage du 

cancer bronchique, expliquant en grande partie que le diagnostic se fasse à des stades avancés 

(métastasés) souvent incompatibles avec la chirurgie. De plus, nombreux sont les cas de 

chimiorésistance, alors associés à un taux de survie à cinq ans de seulement 15 % (Cufer and 

O’Brien, β01γ).  

Parmi  les  progrès  techniques  les  plus marquants  ces dernières années, se  situent  les  

avancées  en  génomique  et protéomique,  permettant  la  caractérisation  moléculaire  des  

tumeurs (Sawyers, 2008). Les conséquences cliniques de ces découvertes donnent accès à une 

meilleure connaissance de la biologie des cancers, et ont permis la mise en évidence de 

nouvelles cibles thérapeutiques aboutissant au développement des thérapies ciblées (Figure 

4). 

C’est ainsi que les récepteurs à tyrosine kinase EGFR (epidermal growth factor receptor), 

sur-exprimés ou présentant des mutations activatrices dans de nombreux types tumoraux, sont 

maintenant sélectivement inhibés par des anticorps monoclonaux et des inhibiteurs de tyrosine 

kinase qui disposent d’une AMM dans le cancer du poumon (Erlotinib, Tarceva® et Géfitinib, 

Iressa® ; Peters et al., 2012). Cependant, ils ne peuvent être administrés qu’à une faible 

proportion de patients – identifiés par leur profil mutationnel – et font eux aussi fréquemment 

l’objet de résistance de la part des cellules cancéreuses ciblées (Steuer and Ramalingam, 

2015). Le contrôle des voies de signalisation en aval de ces récepteurs, telle que la voie 

PI3K/AKT/mTOR demeure donc actuellement un challenge important. C’est dans ce contexte 

que les thérapies ciblées anti-Akt ont été développées. Si les attentes escomptées avec ces 

molécules ont été limitées par une efficacité transitoire lorsqu’elles sont utilisées seules 

(Argiris et al., 2006; Ernst et al., 2005; Knowling et al., 2006; Leighl et al., 2008), leurs 
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associations avec certains agents de chimiothérapie ont montré une efficacité clinique très 

prometteuse (Bendell et al., 2011; Richardson et al., 2011). L’utilisation des MTA tels que le 

paclitaxel et le docétaxel se voit ainsi optimisée in vitro et in vivo par les anti-Akt (périfosine 

et MK-2206), qui augmentent l’activité anticancéreuse des MTA (effets cytotoxiques et pro-

apoptotiques) dans les mélanomes et cancers gastriques (Almhanna et al., 2013; Rebecca et 

al., 2014) et permettent le contournement des phénomènes de résistance notamment dans les 

cancers ovariens (Fu et al., 2012). Cependant, à l’exception de ces cancers (Sun et al., 2011) 

[NCT00431054] et très récemment dans le cancer du sein (Gonzalez-Angulo et al., 2015), les 

associations MTA/anti-Akt n’ont pas encore été évaluées dans les cancers du poumon en 

accord avec les indications cliniques des MTA. Parmi les anti-Akt en cours de 

développement, la périfosine, composé de dernière génération, est l’inhibiteur le mieux 

caractérisé dans le développement préclinique et fait l’objet de deux études de phase III 

[NCT01002248 et NCT01097018]. Dans les travaux qui suivent, l’efficacité de la périfosine 

sera évaluée dans différents modèles cellulaires de cancers du poumon non-à-petites cellules 

en association avec le paclitaxel, MTA de première ligne pour la prise en charge 

thérapeutique de ces pathologies. 
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2. Matériels et méthodes 

Culture cellulaire 
Les lignées cellulaires de carcinome pulmonaire non-à-petites cellules A549 (EGFRwt), 
H1650 (avec délétion sur l’exon 19 du gène EGFR, i.e. DE746-A750), H1975 (EGFR L858R 
sur l’exon β1 et T790M sur l’exon β0) et HCC8β7 (DE746-A750 sur l’exon 19); de 
neuroblastome SK-N-SH (N-myc

wt), BE(2)C, BE(2)C/VCR10 et BE(2)C/ADR20 (N-myc 

amplifié), de carcinome mammaire MDA-MB231 (triple négatif) et de glioblastome U87-MG 
sont obtenues à partir de l’ATCC (Manassas, VA, USA). Elles sont cultivées dans du milieu 
RPMI-1640 (A549, H1650, H1975, HCC827, SK-N-SH et MDA-MB231; Invitrogen) ou 
dans du milieu MEM (U87-MG ; Invitrogen) avec 2 mM de L-glutamine (Lonza, Levallois-
Perret, France), 10 % de sérum de veau fœtal (FBS, Lonza), 1 % de pénicilline/streptomycine 
(Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, USA). Les cellules A549 EpoB40 sont des cellules 
résistantes à la patupilone et sont cultivées dans du milieu RPMI-1640 supplémenté avec 40 
nM de patupilone (Sigma-Aldrich). Trois lignées cellulaires non cancéreuses sont également 
utilisées : des kératinocytes (HaCat), des cellules embryonnaires épithéliales de rein 
(HEK293T) et des fibroblastes (NHDF). Les deux premières lignées sont maintenues dans du 
milieu DMEM (Invitrogen) avec 10 % FBS, 2 mM de L-glutamine, 1 % de 
pénicilline/streptomycine et 1 % d’acides aminés non essentiels pour les HEKβ9γT. Les 
NHDF sont cultivées dans du milieu FBM (Lonza). L’ensemble de ces lignées sont 
maintenues en routine à 37°C sous 5 % de CO2. 
 
Réactifs utilisés 

La solution de paclitaxel (Novasep synthesis) est préparée dans du dimethyl sulfoxide 
(DMSO) tandis que la vincristine (Lilly, Strasbourg, France) est préparée dans de l’eau 
distillée stérile. Le LY294002, anti-Akt (Life Technologies) est préparé dans le DMSO. La 
périfosine (octadecyl-(1,1-dimethyl-piperidinio-4-yl)-phosphate) provient de chez Abcam 
(Cambridge, United-Kingdom) pour les études in vitro et de chez Selleckchem (Houston, 
USA) pour les études in vivo. L’inhibiteur de caspases Z-VAD-FMK (Invitrogen) est préparé 
dans du DMSO et sera utilisé à la concentration de 10 µM en pré-traitement pendant 3h. 
Chacune de ces préparations sont conservées à -20 °C et fraichement diluées dans le milieu de 
culture pour les expérimentations.  
 
Test de cytotoxicité  

Les tests de cytotoxicité reposent sur l’utilisation du MTT comme décrit dans l’article 1. Par 
la suite, les indices de combinaison (CI) ont été calculés via le logiciel Calcusyn software® 
basé sur la méthode de Chou and Talalay comme préalablement décrit dans (Pasquier et al., 
2011). 
 
Western Blot et kit pathScan

® 

Les westerns blots ont été réalisés comme décrit dans l’article 1. Les anticorps utilisés ici sont 
l’α-tubulin (clone DM1A, Sigma Aldrich, 1/1000), phospho-Akt (Ser 473), Akt-total (Cell 
Signaling, Boston, USA). Le kit pathScan (#7323, Cell Signaling) a été utilisé selon les 



!



93 
 

recommandations du fournisseur. La révélation s’est faite à l’aide d’un phosphorimager (G-
Box, Ozyme). 
 

Immunofluorescence indirecte 

Les immunofluorescences ont été réalisées comme décrit dans l’article 1.  
 
Modèle de sphéroïdes 3D 

Les cellules sont ensemencées dans des plaques 96 puits à fond en U (1000 cellules pour les 
U97-MG ou 1800 cellules pour les A549) avec du milieu contenant 20 % de methylcullose 
(Invitrogen). Après 48h d’incubation, les cellules ont formé des sphéroïdes de taille uniforme 
et sont incubées avec les différents traitements (MTA seul, anti-Akt seul ou leur association). 
Chaque traitement est répété trois fois par semaine pendant 15 jours. Les images sont prises 
chaque jour avec un microscope Olympus, équipé avec un 10×/N.A. 0,45 objective lens. Par 
la suite, l’analyse de la croissance des sphéroïdes repose sur l’utilisation d’Alamar blue : 10 µl 
par puits est incubé pendant β4h. L’absorbance est mesurée à 510-580 nm avec un lecteur de 
plaques PolarStar (BMG Labtech). 
 
Mesure des espèces réactives de l’oxygène  
Les tests de mesure de ROS reposent sur l’utilisation de la sonde WST-1 comme décrit dans 
l’article 1. 
 
Analyse du cycle cellulaire et détection de l’apoptose 

Les tests sur le cycle cellulaire et sur le déclenchement de l’apoptose ont été réalisés comme 
précédemment décrits dans (Pasquier et al., 2013). Les résultats ont ensuite été analysés via le 
logiciel Flowjo software®.  
 
Test de migration Transwell

®
 

Les tests de migration reposent sur l’utilisation de Transwell® (BD Falcon, BD Biosciences, 
France) comme précédemment décrit dans l’article 1. Les cellules A549 sont incubées avec le 
traitement pendant 24h tandis que les U87-MG pendant 6h. Au préalable, pour les cellules 
A549, les Transwells® seront coatés avec du milieu RPMI contenant du sérum de veau fœtal 
pendant 1h à 37°C.  
 
Analyse du métabolisme cellulaire en temps réel  

L’analyse simultanée des paramètres métaboliques d’une population cellulaire en culture a été 
réalisée via le Seahorse XF24® extracellular flux analyser (Seahorse Bioscience, Billerica, 
MA, USA). Les cellules A549 sont ensemencées dans des plaques XF24 V7 (15 000 cellules 
par puits). Cinq heures après ensemencement, les cellules sont traitées avec le paclitaxel et/ou 
la  périfosine et est pré-incubée toute la nuit à 37 °C sous 5 % de CO2. Le jour suivant, le 
milieu de culture est remplacé par du milieu spécifique (DMEM sans rouge de phénol, NaCl, 
200 mM de glutamine, 100 mM de pyruvate de sodium et 2,5 M de glucose pour le test 
OXPHOS, pH 7,4 et sans glucose pour le test glycolytique). Puis, la plaque est incubée à 
37°C pendant 1h avant de commencer les mesures. OCR (oxygen consumption rate) et ECAR 
(extracellular acidification rate) sont mesurés avant les injections séquentielles des différents 
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inhibiteurs : oligomycine 1 µM, FCCP 0,5 µM et roténone/antimycine 0,5 µM pour le test 
OXPHOS et glucose 10 mM, olygomycine 1 µM et 2-DG 100 mM pour le test glycolytique. 
Les taux d’OCR et d’ECAR sont ensuite normalisés en fonction du nombre de cellules 
quantifié par crystal violet après fixation au glutaraldéhyde.  
 
Test de consommation de glucose et de production de lactate 

YSI 2900® (Life Sciences, Yellow Springs, Ohio, USA) est utilisé pour mesurer les 
concentrations de glucose et de lactate dans les surnageants. Les cellules A549 sont 
ensemencées dans une plaque 12 puits et 24h après ensemencement, les cellules sont traitées 
avec du paclitaxel seul, de la périfosine seule ou leur association. De faibles volumes de 
milieu (500 µl/puits) sont utilisés pour concentrer les surnageants. Aux différents temps 
étudiés, le milieu de chaque puits est collecté, centrifugé 5 min à 1200 rpm et conservé à -
20°C. Pour les mesures, 120 µl de surnageant sont utilisés dans une plaque 96 puits à fond en 
U. Les concentrations de glucose et de lactate sont ensuite normalisées en fonction du nombre 
de cellules quantifié par crystal violet après fixation au glutaraldéhyde. 
 
Etude in vivo 

Les expériences ont été réalisées sur des souris nude femmelle BALB/c âgées de 6 à 8 
semaines et obtenues de chez Charles Rivers Laboratories (L’Arbresle, France). Les souris 
ont accès librement à la nourriture et l’eau et les cages sont conservées dans un lieu dont la 
température et l’humidité de l’air sont contrôlées selon les recommandations éthiques. Les 
cellules A549 ont été inoculées en sous-cutané et, par la suite, les différents traitements ont 
débuté quand le volume tumoral avait atteint 50 mm3 (jour 0). Deux schémas d’administration 
ont été testés. Dans le premier, le paclitaxel va être administré en i.v. pendant 5 jours 
consécutifs tandis que dans le second, il sera administré deux fois par semaine. La périfosine, 
quant à elle, est administrée cinq fois/semaine oralement par gavage. Les doses utilisées 
correspondent pour chaque molécule au 1/3 et au 2/3 de la dose maximale tolérée soit 10 et 20 
mg/kg. L’administration du paclitaxel a été réalisée comme précédemment décrit dans (Savry 
et al., 2013). La périfosine est dissoute dans du PBS stérile et la solution est conservée à -
20°C. Le poids des souris, le volume tumoral et la survie des souris ont été analysés comme 
précédemment décrits dans (Savry et al., 2013). Dans l’étude pilote, chaque groupe est 
composé de 5 souris tandis que dans l’étude de survie, 10 souris seront étudiées par lot.  
 
Analyses statistiques 

Chaque expérimentation est réalisée au minimum trois fois de façon indépendante. Les 
résultats sont exprimés avec les moyennes ± S.E.M. La significativité est testée en utilisant le 
test de Student ou le test ANOVA. Une différence significative entre deux conditions est 
acceptée pour *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. 
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Figure 5 : Propriétés cytotoxique et anti-migratoire des anti-Akt sur différents modèles 
cellulaires de tumeurs solides. Tests de survie cellulaire mesurée par MTT après traitement pendant 

72h d’une gamme de concentrations de périfosine (A) ou de LY294002 (B) dans différentes lignées 
cellulaires cancéreuses. Images représentatives de la migration des cellules A549 (C) et U87-MG (D) 

par test Transwell
®
. Quantification de la migration cellulaire en présence de différentes concentrations 

de périfosine pendant 24h (A549) ou 6h (U87-MG). Analyse par western blot de la phosphorylation 

d’Akt serine 473 dans les cellules A549 après 6 et 24h de traitement par la périfosine 10 µM (E). 

Représentation relative de la phosphorylation d’Akt sur les résidus thréonine 308 et serine 473 après 
24h de traitement par de la périfosine 1, 5 ou 10 µM. Révélation par pathScan

®
 (Cell signaling) (F). 

* p<0,05 ; ** p<0,01. 
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3. Résultats 

3.1.  Les anti-Akt possèdent des propriétés cytotoxique et anti-migratoire in vitro sur 
différents modèles cellulaires de tumeurs solides 

Dans un premier temps, les capacités cytotoxiques de la périfosine et du LY294002 

(inhibiteur d’Akt de référence in vitro) ont été déterminées sur un panel de 11 lignées 

cellulaires humaines, comprenant des cellules issues de carcinome pulmonaire non-à-petites 

cellules (A549, A549 EpoB40, H1650, H1975 et HCC827), de neuroblastome (SK-N-SH, 

BE(2)C, BE(2)C/VCR10 et BE(2)C/ADR20), de carcinome mammaire (MDA-MB231) et de 

glioblastome (U87-MG). Nous avons alors observé que la périfosine exerçait un effet dose-

dépendant sur la survie cellulaire de l’ensemble des lignées cellulaires testées. En effet, la 

sensibilité à la périfosine sur les différentes lignées cellulaires varie dans une même gamme 

de concentrations avec des IC50 allant de 4,8 ± 0,5 pour les H1975 à 68 ± 5 µM pour les A549 

EpoB40 (Fig. 5A). De même, dans des lignées cellulaires représentatives de chaque origine 

tissulaire des tumeurs testées, le LY294002 possède également des effets cytotoxiques dose-

dépendants avec des IC50 similaires à la périfosine allant de 10,7 ± 2,6 pour les MDA-MB231 

à 40 ± 3,4 µM pour les SK-N-SH (Fig. 5B). Dans les résultats qui suivront, trois 

concentrations de périfosine (1, 5 ou 10 µM correspondant à un IC10 jusqu’à un IC50 selon les 

lignées cellulaires) seront principalement utilisées en association avec le paclitaxel ou la 

vincristine en accord avec les indications cliniques et/ou les données de la littérature. Par la 

suite, le potentiel anti-migratoire des anti-Akt a été évalué. Pour cela, différentes 

concentrations de périfosine ont été testées sur les A549 par test Transwell® après 24h de 

traitement. Comme nous pouvons le voir sur la figure 5C, la périfosine engendre un effet 

anti-migratoire significatif dose-dépendant. La migration cellulaire diminue de 24 ± 6 et de 45 

± 3 % respectivement avec 5 et 10 µM de périfosine. Afin de conforter ces résultats, la même 

expérience a été réalisée sur cellules U87-MG, le glioblastome étant un type tumoral 

particulièrement invasif. De façon très intéressante, nous avons pu mettre en évidence un fort 

potentiel anti-migratoire dose-dépendant de la périfosine et ceci même pour de faibles doses. 

En effet, 1 et 2,5 µM de périfosine, n’ayant aucun impact cytotoxique, diminuent 

respectivement de 21 ± 5 et de 50 ± 4,5 % la migration cellulaire après 6h de traitement 

(p<0,05 et <0,01 ; Fig. 5D). Les mêmes résultats ont été obtenus avec le LY294002 (données 

personnelles). Enfin, nous nous sommes assuré que les anti-Akt inhibaient l’activité de la 

protéine Akt. Pour cela, par western blot et kit pathScan®, nous avons pu mettre en évidence 

la diminution de la phosphorylation d’Akt (reflet de son activité) dès 6h de traitement et de 
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Figure 6 : Augmentation de l’efficacité cytotoxique des MTA par la périfosine dans différents 
modèles cellulaires de tumeur solide. Tests de survie cellulaire mesurée par MTT après traitement 

pendant 72h d’une gamme de concentrations de paclitaxel ou vincristine associée à 0,5, 1, 5 ou 10 µM 
de périfosine dans différentes lignées cellulaires cancéreuses (A). Représentation des changements 

d’IC50 des associations périfosine/paclitaxel par rapport au paclitaxel seul sur les 5 lignées de NSCLC 

(B). * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001. 
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façon dose-dépendante avec la périfosine (Fig. 5E et 5F). Les mêmes tendances ont été 

observées avec le LY294002 et sur la lignée cellulaire U87-MG (données personnelles). 

Ainsi en conclusion de ces premiers travaux, nous avons pu mettre en lumière le caractère 

cytotoxique des anti-Akt dans un large panel de lignées cellulaires cancéreuses humaines et, 

de façon plus inattendue, leur fort potentiel anti-migratoire.  

3.2.  Les anti-Akt augmentent l’activité cytotoxique des MTA sélectivement dans les 
cellules cancéreuses et contournent la résistance in vitro 

Pour valider l’intérêt des associations thérapeutiques, nous avons évalué dans des cellules 

A549, préalablement transfectées par un shRNA-Akt, l’efficacité du paclitaxel qui se voit 

alors améliorée d’un facteur 10 nous permettant donc de valider l’ensemble des inhibiteurs 

d’Akt comme des composés potentialisant les effets des MTA (données personnelles).Par la 

suite, pour déterminer les capacités des anti-Akt à augmenter les effets cytotoxiques des MTA 

sur le même panel de cellules cancéreuses, des tests de cytotoxicité MTT ont été réalisés. Nos 

résultats démontrent que la périfosine accroît les effets cytotoxiques des MTA dans toutes les 

lignées cellulaires cancéreuses testées (Fig. 6A). Cet effet se traduit par une diminution des 

IC50 lorsque les cellules sont traitées avec les associations par rapport à un traitement avec le 

MTA seul. Par exemple, respectivement dans les A549, H1975 et H1650, le paclitaxel voit 

ainsi son efficacité augmentée d’un facteur 1,9 ± 0,2, 13,4 ± 0,1 et 4,4 ± 0,2 avec 5 µM de 

périfosine (p<0,01 et p<0,001 ; Fig. 6B). Dans le but de caractériser les associations 

MTA/anti-Akt, les indices de combinaison (CI) ont été calculés pour toutes les concentrations 

testées via le logiciel Calcusyn software® basé sur la méthode de Chou et Talalay. De façon 

intéressante, l’association de 5 µM de périfosine avec 10 nM de paclitaxel entraîne une 

synergie dans ces trois lignées d’adénocarcinome pulmonaire (Tableau 1). Des résultats 

similaires ont été obtenus sur les cellules SK-N-SH et U87-MG (Fig. 6A) avec des CI 

démontrant une forte synergie dès l’association de 0,5 nM de vincristine avec 1 ou 5 µM de 

périfosine (Tableau 1 et données personnelles). L’association paclitaxel/périfosine semble 

plus atténuée pour augmenter les effets cytotoxiques sur les MDA-MB231 mais le calcul des 

CI révèle tout de même une synergie lors de l’association avec 0,5 µM de périfosine (Fig. 6A 

et Tableau 1). Les mêmes tendances ont pu être observées avec le LY294002 (données 

personnelles). De façon intéressante, nous avons par la suite mis en évidence l’intérêt 

d’associer la périfosine aux MTA pour contourner les phénomènes de résistance. En effet, 

l’association de la périfosine à la vincristine dans des cellules de neuroblastome BE(2)C et ses 

deux variants résistants à la vincristine montre une augmentation des effets cytotoxiques de la 



 

  

 

MTA  
  

0,5 nM 10 nM 
  

A549 0,189 0,816 

5 µM  
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H1975 0,914 0,400 

H1650 3,378 0,100 

HCC827 0,820 0,670 

A549 EpoB40  ND 1,908 

SK-N-SH 0,169 0,677 

BE(2)C ND 0,546 

BE(2)C/VCR10 0,006 0,040 

BE(2)C/ADR20 ND 0,041 

U87-MG  0,168  0,545  

MDA-MB231 0,258 0,757 0,5 µM  

 

Tableau 1 : Représentation des indices de combinaison (CI) de la périfosine avec les MTA in vitro 

dans différentes lignées cellulaires cancéreuses. Un code couleur est utilisé pour illustrer les 

différentes interactions : synergique (vert), additif (gris) et antagoniste (rouge). ND : non déterminé 

car cytotoxicité non significative à ces concentrations. 

 

 

 

 

Paclitaxel    

10 nM 50 nM 100 nM   

A549 
EpoB40 

3,056 0,333 0,313 1 µM 
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1,908 1,002 0,723 5 µM 

1,940 0,738 0,297 10 µM 

 

Tableau 2 : Représentation des indices de combinaison (CI) de la périfosine avec le paclitaxel in vitro 

dans les cellules A549 EpoB40. Un code couleur est utilisé pour illustrer les différentes interactions : 

synergique (vert), additif (gris) et antagoniste (rouge).  

 

 

 

 

Paclitaxel   

0,5 nM  10 nM  50 nM   

NHDF  4,320  1,215  5,041  
Périfosine 

5 µM  
HaCat  1,179  0,169  0,927  

HEK293T  11,767  1,199  2,928  

 

Tableau 3 : Représentation des indices de combinaison (CI) de la périfosine avec le paclitaxel in vitro 

dans différentes lignées cellulaires non cancéreuses. Un code couleur est utilisé pour illustrer les 

différentes interactions : synergique (vert), additif (gris) et antagoniste (rouge).  
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vincristine (Fig. 6A). Le calcul des CI indique un fort potentiel synergique dans les cellules 

BE(2)C/VCR10 et la vincristine voit son efficacité augmentée d’un facteur 5 ± 0,1 en 

association avec 5 µM de périfosine (Tableau 1 et données personnelles). De plus, au cours 

de ces travaux, nous avons mis en évidence que les cellules HCC827 étaient hautement 

résistantes au paclitaxel avec un IC50 de 2,3 ± 0,5 µM (Fig. 6A). En association avec 1 ou 5 

µM de périfosine, le paclitaxel voit alors ses effets augmentés d’un facteur 5,8 ± 0,β ou 22,5 ± 

0,1 respectivement (p<0,001 ; Fig. 6A et 6B). Les mêmes tendances, non significatives, à 

augmenter l’efficacité du paclitaxel ont été observées dans la lignée cellulaire A549 EpoB40, 

possédant une résistance croisée au paclitaxel (Fig. 6A et 6B). En effet, si l’association de la 

périfosine n’induit pas de synergie aux faibles doses de paclitaxel, ces associations deviennent 

synergiques lorsque les doses de paclitaxel sont augmentées et ceci pour toutes les 

concentrations de périfosine testées (Tableau 2). Enfin, pour évaluer si les effets de ces 

associations sont spécifiques des cellules cancéreuses, nous avons réalisé le même travail dans 

trois lignées cellulaires non-cancéreuses d’origine humaine que sont les kératinocytes 

(HaCat), les cellules embryonnaires épithéliales de rein (HEK293T) ainsi que des cellules de 

fibroblastes (NHDF). Les valeurs de CI ont été calculées pour l’association de 5 µM de 

périfosine et de façon intéressante, dans la majorité des lignées cellulaires non-cancéreuses 

testées pour différentes concentrations de paclitaxel, les associations sont définies comme 

antagonistes (Tableau 3). Les mêmes tendances ont été trouvées avec la vincristine (données 

personnelles). 

En conclusion, nos résultats révèlent ici que les anti-Akt entrainent un effet synergique sur la 

cytotoxicité des MTA de façon sélective sur les lignées cellulaires cancéreuses. De plus, la 

périfosine semble être en mesure de resensibiliser in vitro des cellules résistantes au paclitaxel 

ou à la vincristine. 

3.3.  Les anti-Akt potentialisent les effets des MTA dans les sphéroïdes  

Afin de valider les effets des associations MTA/anti-Akt observés sur cellules adhérentes, 

nous avons développé des sphéroïdes, modèle préclinique devenu incontournable. Les 

sphéroïdes sont non seulement plus représentatifs de l’organisation γD d’une microtumeur, en 

prenant en compte les interactions cellules-cellules particulièrement présentes dans les 

carcinomes, mais permettent également de mieux prédire l’efficacité des traitements in vivo 

puisque les cellules tumorales organisées sous forme de micromasses sont souvent plus 

résistantes à la chimiothérapie que celles en monocouches. 
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Figure 7 : Potentialisation des effets des MTA par la périfosine sur des modèles sphéroïdes 3D. 
Images représentatives des sphéroïdes A549 prises au cours du temps sous l’effet du paclitaxel 2 nM, 
de la périfosine 1 µM ou de leur association (A). Quantification de la survie cellulaire des sphéroïdes 

par test à l’alamar blue réalisé après 15 jours de traitement par le paclitaxel seul, la périfosine seule ou 

leur association administré 3 fois/semaine (B). Images représentatives des sphéroïdes U87-MG prises 

au cours du temps sous l’effet de la vincristine 0,25 nM, de la périfosine 10 µM ou de leur association 
(C). Quantification de la survie cellulaire des sphéroïdes par test à l’alamar blue réalisé après 15 jours 
de traitement par la vincristine seule, la périfosine seule ou leur association administré 3 fois/semaine 

(D). * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001. * vs. contrôle et # vs. MTA seul. 
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Comme nous pouvons le voir sur la Figure 7A, les cellules A549 forment des sphéroïdes 

après 48h d’ensemencement (J2), qui seront traités trois fois par semaine pendant deux 

semaines. Pour l’analyse des résultats, nous avons pris le parti de ne pas mesurer le diamètre 

des sphéroïdes car les traitements altèrent fortement l’organisation γD des micromasses 

tumorales. L’impact des molécules seules ou en association a donc été analysé via le test 

d’inhibition de la survie cellulaire utilisant l’Alamar Blue®. Dans un premier temps, nous 

avons pu constater que le paclitaxel utilisé à 0,5 et 2 nM (correspondant à l’IC10 et IC50 sur 

cellules A549 adhérentes) ne possédait pas d’effet significatif sur la survie cellulaire dans les 

modèles 3D (p>0,05; Fig. 7A et 7B). De façon intéressante, son association avec la 

périfosine, à la dose de 5 µM, également sans effet en tant que telle, diminue le nombre de 

cellules vivantes dans les sphéroïdes de 19 ± 4 et 53 ± 11 % respectivement (p<0,05 et 0,01; 

Fig. 7B). De façon encore plus marquée, l’association de la périfosine 1 µM au paclitaxel 2 

nM est apte à réduire de moitié (49 ± 8 %) la survie cellulaire au sein des sphéroïdes (p<0,01; 

Fig. 7A et 7B). Des résultats similaires ont été observés sur les sphéroïdes formés à partir des 

cellules de glioblastome U87-MG. La périfosine à la concentration de 10 µM est capable de 

potentialiser les effets de la vincristine 0,25 nM en diminuant la survie cellulaire de 23 ± 5 % 

(p<0,01; Fig. 7C et 7D). Les mêmes tendances ont été observées avec le LY294002 (données 

personnelles).  

L’ensemble de ces résultats obtenus sur sphéroïdes 3D montre donc l’effet potentialisateur 

des anti-Akt sur l’efficacité des MTA et conforte ceux obtenus sur modèles 2D dans leur 

capacité à augmenter significativement les effets cytotoxiques des MTA.  

3.4.  La périfosine, à faible dose, améliore l’efficacité du paclitaxel in vivo dans le 
cancer du poumon 

Afin de confirmer le caractère prometteur des stratégies thérapeutiques associant MTA et 

anti-Akt, nous avons évalué leur efficacité in vivo. Des souris femelles BALB/c nude ont ainsi 

subi des xénogreffes sous-cutanées des cellules cancéreuses humaines A549. Cette étude chez 

l’animal a pour avantage notable de mettre en jeu des molécules déjà validées par les agences 

sanitaires (paclitaxel) ou en cours d’essais cliniques de phase III (périfosine), dont les voies 

d’administration chez l’homme sont déjà connues. Ainsi, le paclitaxel sera administré en 

intraveineux (i.v.) tandis que la périfosine sera administrée oralement (per os ; PO), en accord 

avec leurs indications cliniques, aux doses de 10 mg/kg et 20 mg/kg correspondant au 1/3 et 

aux 2/3 de la dose maximale tolérée pour ces deux  molécules.  
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Figure 8 : Représentation des schémas d’administration de l’étude pilote. Dans le schéma 

d’administration 1, le paclitaxel est administré tous les jours pendant 5 jours consécutifs (A). Dans le 
schéma d’administration 2, le paclitaxel est délivré 2 fois par semaine pendant toute la durée de l’étude 
(B). La périfosine est administrée par gavage orale 5 jours/semaine pendant toute la durée de l’étude 
dans les deux schémas d’administration.  
 

 

 

 

 

Inhibition du volume tumoral

(% du contrôle)
p value

Paclitaxel 20mg/kg 33 ± 6 *

Paclitaxel 10 mg/kg 4 ± 1,5 NS

Périfosine 20 mg/kg 31 ± 7 *

Périfosine 10 mg/kg 9 ± 1 NS

Paclitaxel 10 mg/kg 2 ± 1 NS
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Tableau 4 : Représentation de l’inhibition du volume tumoral après 32 jours de traitement par du 

paclitaxel seul ou de la périfosine seule à 10 ou 20 mg/kg dans un modèle de souris nude xénogreffées 

de cellules A549. NS p>0,05 ; * p<0,05. 
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Une étude pilote a tout d’abord été menée afin de déterminer les doses et le schéma 

d’administration optimaux. Les souris ont reçu le paclitaxel pendant les cinq premiers jours 

consécutifs (10 ou 20 mg/kg) et/ou la périfosine (10 ou 20 mg/kg) cinq jours/semaine (cf. 

schéma A Fig. 8). En ligne avec l’expertise « chimiothérapie métronomique » (i.e. 

administration répétée de faibles doses) développée dans l’équipe, nous avons également 

étudié l’administration chronique de paclitaxel (10 mg/kg) à raison de deux fois/semaine sur 

toute la période d’étude (cf. schéma B Fig. 8). Comme le résume le tableau 4, le paclitaxel 

seul ou la périfosine seule à 10 mg/kg ne freinent pas la croissance tumorale (p>0,05), mais la 

dose de 20 mg/kg témoigne malgré tout de l’efficacité de ces molécules qui réduisent chacune 

de plus de 30 % la taille de la tumeur (p<0,05). Les faibles doses de paclitaxel et de périfosine 

révèlent en revanche tout leur potentiel anti-cancéreux lorsque les agents sont associés, 

puisqu’ils concourent à une diminution du volume tumoral de 64 ± 3 % selon le schéma 

d’administration 1 et de 65 ± 1 % selon le schéma d’administration 2 après 32 jours de 

traitement (Fig. 9A et 9B). Les trois autres conditions de traitements évaluées, incluant l’une 

des molécules ou les deux à 20 mg/kg, confirment l’intérêt thérapeutique de telles 

associations mais révèlent de façon inattendue leur moindre efficacité par rapport aux faibles 

doses (Fig. 9C-E). De plus, le suivi du poids des souris indique que le panel de traitements a 

été bien toléré, exception faite du paclitaxel à 20 mg/kg qui, en association avec la périfosine 

(10 ou 20 mg/kg) dans le schéma 1, a provoqué une perte importante de poids dans les 

premiers jours de traitement (Fig. 9C et 9D). Cette étude pilote permet donc de guider la suite 

des expérimentations in vivo vers l’utilisation du paclitaxel et de la périfosine à 10 mg/kg, 

pour gagner à la fois en efficacité et en tolérance. Par ailleurs, ces agents à faibles doses ayant 

fait preuve de la même activité anticancéreuse élevée qu’ils aient suivi le schéma de 

traitement 1 ou 2, nous avons sélectionné le 2ème rythme d’administration sur la base du 

nombre croissant de données témoignant ces derniers temps d’un meilleur rapport 

bénéfices/risques sur le long terme des schémas d’administration métronomique. Nous avons 

alors réalisé une étude de survie, sur un plus grand nombre de souris par lot (n=10), afin de 

définitivement confirmer l’intérêt de l’association de ces faibles doses de paclitaxel et de 

périfosine dans la prise en charge du cancer du poumon non-à-petites cellules. En accord avec 

les mesures des volumes tumoraux, le paclitaxel et la périfosine administrés seuls (10 mg/kg) 

n’entraînent aucun bénéfice en terme de survie par rapport au groupe témoin, la médiane de 

survie restant entre 40 et 42 jours (Fig. 10A; p>0,05). De façon remarquable, les souris ayant 

reçu l’association paclitaxel/périfosine voient leur survie fortement augmentée, avec une 

médiane à 63,5 jours (p>0,0001) et une souris restant vivante jusqu’au 82ème jour alors que 
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Figure 9 : Etude des différentes associations paclitaxel/périfosine sur souris nude xénogreffées 
avec des cellules A549. Représentation des volumes tumoraux et du poids des souris au cours du 

temps après traitement par : 10 mg/kg de paclitaxel et de périfosine selon le schéma 2 (A), 10 mg/kg 

de paclitaxel et de périfosine selon le schéma 1 (B), 20 mg/kg de paclitaxel et de périfosine selon le 

schéma 1 (C), 20 mg/kg de paclitaxel et 10 mg/kg de périfosine selon le schéma 1 (D) et 10 mg/kg de 

paclitaxel et 20 mg/kg de périfosine selon le schéma 1 (E). NS p>0,05 ; * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** 

p<0,001. 
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toutes sont mortes avant le 50ème jour dans les conditions contrôle et monothérapies (Fig. 

10A). Enfin, au terme de l’expérience, l’exérèse des masses tumorales a montré une forte 

diminution de leur taille, confortant les données issues de l’étude pilote (Fig. 10B). 

Ainsi, l’ensemble de nos résultats in vitro (2D et 3D) et in vivo s’accordent pour mettre en 

avant la forte activité cytotoxique du paclitaxel associé à la périfosine, sélectivement dans les 

cellules cancéreuses, et notamment dans des cas de cancers du poumon non-à-petites cellules. 

La suite de nos travaux s’attachera à décortiquer le mécanisme d’action d’une telle association 

à visée thérapeutique, pour mieux comprendre les bases moléculaires sous-jacentes à la  

potentialisation (voire à la synergie). 

3.5. La périfosine augmente les effets pro-apoptotiques des MTA 

Afin de mieux comprendre le mécanisme d’action mis en jeu par les associations MTA/anti-

Akt lors de l’inhibition de la croissance des populations de cellules tumorales, nous avons 

d’abord quantifié les cellules d’adénocarcinome pulmonaire A549 mortes par marquage à 

l’annexine V-FITC/PI en cytométrie en flux. Comme nous pouvons le voir sur la Figure 11A, 

après 48h de traitement, les concentrations de périfosine seule à 1 et 5 µM n’entraînent pas 

d’augmentation significative de la mort cellulaire (p>0,05). En revanche, leur association avec 

le paclitaxel 0,5 nM confère à ce dernier une activité pro-apoptotique (p<0,05 ; Fig. 11A). 

Ces mêmes concentrations de périfosine montrent par ailleurs leur capacité à potentialiser 

l’induction de mort cellulaire par le paclitaxel 2 nM, comme en témoigne l’augmentation du 

nombre de cellules marquées A+, PI+ et A+/PI+ de 21 ± 2 % pour le paclitaxel seul à 40 ± 2 

% pour les associations. Par la suite, pour définitivement impliquer le processus apoptotique 

dans le mécanisme de mort cellulaire induite par les associations MTA/anti-Akt, nous avons 

déterminé l’implication des caspases dans l’efficacité du traitement. Les cellules A549 ont 

ainsi été pré-traitées avec un pan-inhibiteur de caspases (Z-VAD-FMK à 10 µM) 3h avant le 

traitement par le paclitaxel, la périfosine ou leur association. Tout d’abord, nous avons 

observé que le Z-VAD-FMK prévient la mort cellulaire engendrée par les concentrations 

cytotoxiques de paclitaxel (2 nM) et de périfosine (10 µM), indiquant que ces deux agents 

déclenchent le programme de mort apoptotique (p<0,001 et p<0,05; Fig. 11B). De la même 

façon, l’inhibition des caspases protège les cellules des effets cytotoxiques des associations 

paclitaxel/périfosine, quelles que soient les concentrations testées. Par exemple, le pré-

traitement au Z-VAD-FMK réduit les effets de l’association périfosine 1 µM/paclitaxel 2 nM 

sur la survie cellulaire de 56 ± 2 à 14 ± 2 % (p<0,001; Fig. 11B). L’analyse PathScan® a 
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Figure 10 : Etude de survie sur souris nude xénogreffées avec des cellules A549. Courbe de survie 

selon la représentation de Kaplan-Meier ; J0 correspondant au premier jour de traitement (A). Photos 

représentatives des volumes tumoraux sans traitement ou après administration de 10 mg/kg de 

paclitaxel, 10 mg/kg de périfosine ou de leur association (B). 
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Figure 11 : Augmentation des effets pro-apoptotiques du paclitaxel par la périfosine sur cellules 
A549. Cytogrammes représentatifs du marquage cellulaire annexin V/PI après 48h de traitement par 

du paclitaxel seul, de la périfosine seule ou de leur association. Quantification des cellules marquées 

annexin V+ et/ou PI+ après 48h de traitement (A). Tests de survie cellulaire mesurée par MTT après 

traitement par du paclitaxel seul, de la périfosine seule ou de leur association pendant 72h plus ou 

moins précédé par 3h de pré-traitement par 10 µM de Z-VAD-FMK (B). Représentation relative du 

clivage de la caspase 3 et de la phosphorylation de Bad après 24h de traitement par du paclitaxel 0,5 

nM et/ou de la périfosine à 1, 5 ou 10 µM. Révélation par pathScan
®
 (Cell signaling) (C). * p<0,05 ; 

** p<0,01 ; *** p<0,001. * vs. contrôle et # vs. paclitaxel seul. 
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permis de confirmer l’implication de l’apoptose via les caspases dans l’efficacité des 

associations comme le reflète le clivage de la caspase 3 uniquement présente dans les 

associations entre le paclitaxel 0,5 nM et la périfosine 5 ou 10 µM après 24h de traitement 

(Fig. 11C, graphique de gauche) ainsi que l’augmentation de la phosphorylation activatrice de 

Bad sous l’effet du paclitaxel 0,5nM avec la périfosine 10 µM (Fig. 11C, graphique de 

droite). Ces résultats indiquent donc que l’association paclitaxel/périfosine induit la mort 

cellulaire dans les cellules A549 via la voie apoptotique dépendante des caspases. 

3.6. La périfosine n’accentue pas les propriétés anti-mitotiques des MTA 

Etant donné le pouvoir anti-mitotique bien connu des MTA, nous avons réalisé un suivi du 

cycle cellulaire des A549 par cytométrie en flux après 24h de traitement. Comme nous 

pouvons le constater dans la Figure 12, seule l’IC50  du paclitaxel (2 nM) et la forte dose de 

20 nM induisent un blocage en G2/M (p<0,01), tandis que la périfosine ne modifie aucune des 

phases du cycle cellulaire même à forte concentration (20 µM). L’analyse des associations 

paclitaxel/périfosine sur les phases du cycle cellulaire indique par ailleurs que l’anti-Akt ne 

module en rien les effets médiés par le MTA, et ce quelles que soient les associations testées 

(p>0,05; Fig. 12). Les mêmes résultats ont été observés après 16h de traitement (données 

personnelles). Ces données nous permettent donc de conclure que l’efficacité du paclitaxel, 

lorsqu’il est associé à la périfosine, ne dépend pas d’une perturbation accrue de la progression 

du cycle cellulaire.  

3.7. Les associations MTA/anti-Akt présentent un haut potentiel anti-migratoire 

Forts de nos premiers résultats montrant les capacités des anti-Akt à inhiber la migration 

cellulaire en Transwell® (cf. Fig. 5), nous avons également mesuré le potentiel anti-migratoire 

des associations MTA/périfosine. En concordance avec les précédents travaux réalisés au sein 

du laboratoire, 24h d’exposition au paclitaxel 0,5 et 2 nM réduisent respectivement de 22 ± 1 

% (p<0,01) et 53 ± 2 % (p<0,001) le nombre de cellules A549 ayant migré (Fig. 13A et 13B). 

Associé à la périfosine 1 µM – dépourvue de toute activité anti-migratoire à cette 

concentration – les propriétés anti-migratoires du paclitaxel 0,5 nM sont doublées ; 

l’association supprime alors la migration cellulaire de 47 ± 6 % (p<0,05; Fig. 13B). Les autres 

concentrations testées confortent la plus grande suppression du potentiel migratoire cellulaire 

lorsque les agents sont utilisés en association versus seuls. De la même façon, nous avons pu 

quantifier une augmentation significative des effets anti-migratoires de la vincristine par 
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Figure 12 : Absence de modulation de la périfosine sur le blocage en G2/M médié par le 
paclitaxel sur cellules A549. Cytogrammes représentatifs des profils du cycle cellulaire après 24h de 

traitement par du paclitaxel seul, de la périfosine seule ou de leur association. 
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Figure 13 : Potentialisation des effets anti-migratoires des MTA par la périfosine. Images 

représentatives de la migration cellulaire par test Transwell
®
 sur cellules A549 (A). Quantification de 

la migration cellulaire en présence de paclitaxel seul, de périfosine seule ou de leur association 

pendant 24h sur cellules A549 (B). Quantification de la migration cellulaire en présence de vincristine 

seule, de périfosine seule ou de leur association pendant 6h sur cellules U87-MG (C). * p<0,05 ; ** 

p<0,01 ; *** p<0,001. * vs. contrôle et # vs. MTA seul. 
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association avec la périfosine sur les cellules U87-MG (Fig. 13C). Les mêmes tendances ont 

été observées avec le LY294002 (données personnelles). 

Ainsi, notre étude révèle que les associations MTA/anti-Akt ont une efficacité anticancéreuse 

qui repose à la fois sur des activités pro-apoptotique et anti-migratoire accrue. 

3.8.  L’association paclitaxel/périfosine inhibe le métabolisme énergétique en altérant 
le processus glycolytique et la phosphorylation oxydative 

Ces dernières années, la kinase Akt s’est vue attribuée une nouvelle fonction : celle 

d’inducteur de la glycolyse. Dans ce contexte, pour mieux déchiffrer le mécanisme d’action 

des associations MTA/anti-Akt, nous avons étudié l’impact des différents traitements sur le 

métabolisme énergétique des A549. La cellule puise l’essentiel de son apport énergétique 

dans la dégradation du glucose, substrat dont nous avons d’abord mesuré la consommation au 

cours du temps à l’aide de l’appareil YSI β900®. Cette analyse cinétique a mis en évidence 

que le paclitaxel à forte concentration (20 nM) entraînait un ralentissement de la 

consommation de glucose, comme en témoigne l’augmentation de sa concentration dans le 

milieu de culture de 28 ± 3 % après 12h de traitement (p<0,05) à plus d’un facteur 7 après 48h 

(p<0,01 ; Figure 14A). La même tendance est observée aux plus faibles concentrations de 

paclitaxel (0,5 et 2 nM), sans toutefois être significativement différente du contrôle. La 

périfosine 10 µM montre elle aussi des capacités à diminuer la consommation de glucose (- 

30 ± 7 % à 24h). Le résultat le plus notable reste néanmoins celui obtenu pour les associations 

paclitaxel/périfosine, dont l’effet réducteur de la consommation du glucose au cours du temps 

est significatif dès 12h quelle que soit la dose considérée (Figure 14A, histogramme de 

droite) De façon intéressante, et en accord avec l’ensemble des résultats de cette étude, 

l’association de ces agents à des concentrations n’ayant aucun effet en tant que telles s’avère 

être une stratégie hautement efficace pour diminuer durablement la consommation de glucose. 

Elle baisse ainsi de 27 ± 6 % dès 12h (p<0,01) et atteint – 78 ± 2 % à 48h (p<0,001) sous 

l’effet du traitement associant 0,5 nM de paclitaxel à 1 µM de périfosine.  

Afin de déterminer si ces modulations dans la vitesse de consommation du glucose sont liées 

à un impact des composés sur la glycolyse cellulaire, nous avons ensuite étudié leurs effets 

sur la production du lactate. Si le paclitaxel ne provoque pas de diminution significative de la 

concentration de ce produit final glycolytique, les différentes concentrations de périfosine 

évaluées inhibent la production du lactate à 36h et 48h de traitement (p<0,05 ; Fig. 14B). Ces 

résultats suggèrent fortement que l’anti-Akt ait des propriétés anti-glycolytiques dans les 

cellules de carcinome pulmonaire. Les associations se voient quant à elles capables d’inhiber 
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Figure 14 : Potentialisation des effets anti-glycolytiques de la périfosine par le paclitaxel dans les 
cellules A549. Cinétique de la consommation de glucose mesurée au YSI 2900

® 
après traitement par 

du paclitaxel seul, de la périfosine seule ou de leur association (A). Cinétique de la production de 

lactate mesurée au YSI 2900
® 

après traitement par du paclitaxel seul, de la périfosine seule ou de leur 

association (B). Analyses en temps réel au Seahorse
®
 du niveau d’acidification extracellulaire (ECAR) 

après 24h de traitement par du paclitaxel seul, de la périfosine seule ou de leur association (C). 

Quantification de la réserve glycolytique (Soustraction entre la valeur de l’ECAR après ajout de 

l’oligomycine et celle après ajout de glucose) après 24h de traitement par du paclitaxel seul, de la 

périfosine seule ou de leur association (D). * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001. 
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significativement la production de lactate dans la même période de temps, y compris pour des 

concentrations de paclitaxel (0,5 nM) et de périfosine (1 µM) inactives sur le processus 

glycolytique lorsque utilisées seules (Fig. 14B, histogramme de droite).  

Pour approfondir cette étude du métabolisme énergétique, nous avons réalisé une analyse en 

temps réel de la production de protons par la technologie Seahorse XF®. Après 24h de 

traitement, les mesures de l’ECAR (extracellular acidification rate) montrent que seule la 

forte concentration de paclitaxel (20 nM) entraîne une diminution significative du processus 

glycolytique (Fig. 14C et 14D). La périfosine réduit l’excrétion extracellulaire des protons de 

façon dose-dépendante, comme en témoignent à la fois la diminution de l’ECAR de base 

(après ajout du glucose ; Fig. 14C) et la diminution de la réserve glycolytique de 43 ± 11 % 

(p<0,01) et 51 ± 10 % (p<0,001) pour 10 et 20 µM respectivement (Fig. 14D). Ces résultats 

confortent ainsi les propriétés d’inhibiteur de la glycolyse de la périfosine, révélées 

précédemment par le suivi du lactate. En accord également avec les données issues de l’YSI 

2900®, les mesures des variations de l’ECAR sous l’effet des associations 

paclitaxel/périfosine mettent clairement en évidence leur fort potentiel à inhiber la glycolyse 

(Fig. 14C, courbes de droite). L’association des plus faibles doses (paclitaxel 0,5 nM + 

périfosine 1 µM), inactives en tant que telles, réduit ainsi de 40 ± 5 % le fonctionnement 

glycolytique de base (p<0,001 ; Fig. 14C) et de 81 ± 19 % la réserve glycolytique des cellules 

A549 (p<0,05 ; Fig. 14D). Il est important de noter ici que l’association de ces très faibles 

concentrations semble la meilleure stratégie en terme d’efficacité anti-glycolytique, puisque 

l’augmentation de la dose de paclitaxel à 2 nM (Fig. 14C et 14D) ou de périfosine à 10 µM 

(données personnelles) ne procure aucun bénéfice. 

Les mêmes conditions de traitement ont ensuite été évaluées sur l’OCR (oxygen consumption 

rate), reflet de la respiration cellulaire mitochondriale. De façon intéressante, le paclitaxel 

affecte de façon dose-dépendante l’ensemble des fonctions mitochondriales évaluées ; la forte 

concentration (20 nM) réduisant de plus de moitié la respiration basale, la production d’ATP 

et la capacité respiratoire (p<0,001 ; Fig. 15A et 15B). Si la périfosine ne module pas l’OCR 

de base (Fig. 15A), elle semble apte à augmenter la production d’ATP à forte concentration 

(20 µM) et la capacité respiratoire des cellules d’un facteur 1,4 ± 0,4 et 2,1 ± 0,6 aux plus 

faibles concentrations (1 et 10 µM) (Fig. 15B). Cet effet inattendu pourrait être une 

conséquence rapide de l’inhibition de la glycolyse par l’anti-Akt, redirigeant l’énergétique 

cellulaire vers la phosphorylation oxydative. Son association avec le paclitaxel, aux propriétés 

anti-mitochondriales, est donc d’autant plus justifiée et montre d’ailleurs tout son intérêt par 

mesure de l’OCR (Fig. 15A, courbes de droite). En effet, les associations de 0,5 nM et 2 nM 
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Figure 15 : Potentialisation des effets anti-mitochondriaux du paclitaxel par la périfosine dans 
les cellules A549. Analyses en temps réel au Seahorse

®
 du niveau de consommation d’oxygène (OCR) 

après 24h de traitement par du paclitaxel seul, de la périfosine seule ou de leur association (A). 

Quantification de la production relative d’ATP (Soustraction entre la valeur de l’OCR basal et celle 

après ajout d’oligomycine) et de la capacité respiratoire cellulaire (Soustraction entre la valeur de 

l’OCR après ajout de FCCP et celle du niveau basal) après 24h de traitement par du paclitaxel seul, 

de la périfosine seule ou de leur association (B). * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001. 
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de paclitaxel avec 1 µM de périfosine réduisent significativement de 28 ± 3 % et de 50 ± 2 % 

la respiration cellulaire de base, de 30 ± 2 % et 47 ± 5 % la production d’ATP et de 30 ± 5 % 

et 57 ± 2 % la capacité respiratoire (Fig. 15A et 15B). 

En conclusion, l’ensemble de nos données révèle, d’une part, le pouvoir inhibiteur des 

fonctions mitochondriales du paclitaxel et, d’autre part, le potentiel anti-glycolytique de la 

périfosine. Ces travaux mettent également en lumière les effets potentialisateurs des 

associations paclitaxel/périfosine sur l’ensemble des paramètres métaboliques énergétiques 

testés ici. Comme discuté dans la partie qui suit, ce fort impact des associations sur le 

métabolisme énergétique pourrait être, au moins en partie, à l’origine de leurs effets pro-

apoptotique et anti-migratoire, et ainsi concourir à l’efficacité notable du traitement.  

 

 



!



105 
 

4. Discussion 

La présente étude fournit les bases d’un rationnel thérapeutique à l’utilisation des associations 

MTA/anti-Akt dans le cancer du poumon non-à-petites cellules. Nous avons notamment 

démontré que la périfosine augmentait l’efficacité du paclitaxel de façon synergique et 

sélective des cellules tumorales. Ces résultats ont également été confortés sur sphéroïdes, 

modèles plus proches de la réelle architecture tumorale, ainsi que sur xénogreffes in vivo. 

D’un point de vue mécanistique, nos résultats montrent que l’association MTA/anti-Akt 

possède une activité pro-apoptotique et anti-migratoire significative. Enfin, nos travaux 

révèlent l’impact du traitement sur le métabolisme énergétique, la périfosine potentialisant les 

effets anti-mitochondriaux du paclitaxel et le paclitaxel potentialisant les effets anti-

glycolytiques de la périfosine.  

 Anti-Akt et associations thérapeutiques : où en sommes-nous ? 

Les anti-Akt ont vu leur développement exploser ces dernières années. Les premières études 

réalisées avec les anti-Akt utilisés seuls n’ont pas été à la hauteur des espoirs fondés, en raison 

de leur manque d’efficacité et de leur toxicité principalement (Argiris et al., 2006; Ernst et al., 

2005; Knowling et al., 2006; Leighl et al., 2008). La périfosine, composé de troisième 

génération, administrée oralement, représente la molécule la plus avancée en clinique. Après 

avoir démontré son potentiel cytotoxique dans des lignées cellulaires issues de cancers solides 

d’origines tissulaires différentes (poumon, neuroblastome, sein, glioblastome), notre étude sur 

souris nude porteuses de xénogreffes de cellules d’adénocarcinome pulmonaire a montré que 

la périfosine inhibait la croissance tumorale. De façon similaire, l’activité anti-tumorale de la 

périfosine avait précédemment été montrée in vivo dans les myélomes multiples et le 

neuroblastome (Hideshima et al., 2006; Li et al., 2010).  

La communauté scientifique s’accorde finalement sur le fait que les anti-Akt présentent une 

efficacité clinique très prometteuse lorsqu’ils sont associés à d’autres protocoles 

thérapeutiques. Par exemple, l’utilisation de la périfosine en concomitance avec la 

radiothérapie a montré un gain d’efficacité – par rapport à la radiothérapie seule – dans les 

cancers de la peau, de la prostate et dans les glioblastomes (Gao et al., 2011; de la Peña et al., 

2006; Vink et al., 2006). L’administration d’agents de chimiothérapie conventionnelle se voit 

également optimisée in vitro et in vivo par la périfosine et le MK-ββ06 ; c’est le cas de 

l’étoposide ou de la cytarabine dans les leucémies (Lu et al., 2015b; Nyåkern et al., 2006) et 

de la gemcitabine dans les cancers pancréatiques (Xin et al., 2014). La périfosine fait 
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également l’objet d’études de phase III en association avec le bortezomib et la dexaméthasone 

dans les myélomes multiples [NCT01002248 ; terminé en attente des résultats] et avec la 

capécitabine dans les cancers colorectaux avancés [NCT01097018]. Les Taxanes (paclitaxel 

et docétaxel) ont également été associés in vitro avec les anti-Akt, notamment dans les 

cancers gastriques et les mélanomes (Almhanna et al., 2013; Rebecca et al., 2014), ainsi que 

dans des phases I d’essais cliniques chez des patients atteints de tumeurs réfractaires 

[NCT00399087 ; NCT00399126 ; NCT0039912]. De plus, leur efficacité s’est vue améliorée 

par la périfosine dans les cancers ovariens (Sun et al., 2011) [NCT00431054] et très 

récemment par le MK-2206 dans les cancers du sein métastatiques (Gonzalez-Angulo et al., 

2015). Notre étude a montré la potentialisation des effets du paclitaxel par la périfosine dans 

des cancers du poumon non-à-petites cellules, allongeant la liste des cancers qui pourraient 

bénéficier de ces nouvelles associations. Pour la première fois, nos travaux montrent que la 

périfosine serait également apte à augmenter les effets de la vincristine dans des cancers 

solides tels que le neuroblastome, en accord avec les indications premières du MTA en 

clinique, ou le glioblastome, dans lesquels l’utilisation des Vinca-alcaloïdes a récemment été 

proposée in vitro et in vivo (Berges et al., 2014). Les anti-Akt semblent donc promis à un bel 

avenir clinique dans différents protocoles thérapeutiques, y compris dans ceux incluant les 

MTA en première intention.   

• Associations MTA/anti-Akt : quels acteurs mis en jeu ? 

D’un point de vue mécanistique, de précédents travaux avaient rapporté que la périfosine 

induisait l’apoptose par un phénomène caspase-dépendant dans des cellules cancéreuses 

pulmonaires (Elrod et al., 2007) et via un processus caspase-indépendant dans des cellules 

cancéreuses de l’endomètre ou de la prostate (Engel et al., 2011; Floryk and Thompson, 

2008). Ici, nous avons pu mettre en évidence que la périfosine déclenche un programme de 

mort cellulaire dépendant des caspases, et qu’elle augmente les propriétés pro-apoptotiques 

des MTA dans les cellules de carcinome pulmonaire. Ces effets ne sont pas surprenants, au 

regard des activités pro-survie de la kinase Akt capable de moduler de nombreux acteurs de 

l’apoptose et facteurs de transcription (Stiles, 2009). Pour ne prendre qu’un exemple, les anti-

Akt permettent très probablement de lever l’inhibition médiée par Akt sur la caspase 9 (cf. 

Rappels bibliographiques Figure 34), et puisque cette même caspase est largement décrite 

comme activée sous l’effet des MTA par déclenchement de la voie apoptotique 

mitochondriale (Estève et al., 2007), l’hypothèse que l’association MTA/anti-Akt concoure à 

l’activation synergique de la caspase 9 est fortement plausible. 
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Figure 16 : Voie de signalisation intracellulaire concourant à  

l’efficacité des associations MTA/anti-Akt. 
 

Au cours de la seconde partie de mes travaux de thèse, nous avons pu mettre en lumière l’efficacité 
des associations MTA/anti-Akt. Le modèle exposé ci-dessus illustre les mécanismes d’action proposés 
au cours de leur efficacité. Sur la partie droite du schéma, sont représentés les effets des MTA sur le 

réseau mitochondrial entraînant une génération de ROS ainsi qu’une perturbation de la 
phosphorylation oxydative. Ces ROS vont alors inactiver la kinase Akt. L’utilisation d’inhibiteurs 
d’Akt, tels que la périfosine, va potentialiser l’activation de la protéine GSK3β qui va alors inhiber 
l’accumulation de la protéine EB1 aux extrémités (+) des microtubules via un phénomène de 

phosphorégulation. Cette délocalisation d’EB1 va provoquer une perturbation de la dynamique des 
microtubules à l’origine des effets anti-migratoires des MTA. De plus, au centre du schéma, sont 

représentés les effets directs des anti-Akt sur la glycolyse intracellulaire qui accentue les effets anti-

migratoires et cytotoxiques des associations MTA/anti-Akt. 



107 
 

La kinase Akt est aussi définie comme un régulateur de la prolifération cellulaire, 

notamment via p27 ou encore p21 (Medema et al., 2000; Sekimoto et al., 2004). Cependant, et 

contrairement à de précédents travaux ayant révélé un arrêt du cycle cellulaire en phase G1 

par la périfosine (Kumar et al., 2009; Patel et al., 2002), nos travaux montrent l’absence 

d’effets de l’anti-Akt sur la progression du cycle des cellules de cancer du poumon. Dans ce 

même modèle d’étude, l’anti-Akt n’a pas modulé le blocage en mitose classiquement induit 

par le paclitaxel, indiquant que la plus forte efficacité de l’association ne dépend pas d’un 

impact plus important sur la prolifération cellulaire.  

D’autre part, nos travaux rapportent pour la première fois les fortes capacités anti-

migratoires des anti-Akt sur cellules cancéreuses pulmonaires, mais également dans des 

cellules de glioblastome caractérisées par leur haut potentiel invasif. Nos précédents travaux 

avaient mis en évidence le rôle central du couple Akt/GSKγȕ dans l’inhibition de la migration 

cellulaire par les MTA, par phosphorégulation d’EB1 et inhibition de la dynamique 

microtubulaire (cf. Article (Le Grand et al., 2014) et Fig. 16). Comme le montre la figure 17A 

(au dos de la page), l’inhibition directe d’Akt par la périfosine induit également la 

délocalisation de la protéine EB1. Ce résultat a été conforté par l’observation de la perte des 

comètes EB1 dans les cellules A549 transfectées par le shRNA-Akt (Fig. 17B). Toute 

thérapie ciblant Akt aurait donc la capacité d’inhiber la migration cellulaire microtubule-

dépendante, et pourrait ainsi améliorer l’efficacité anti-migratoire des MTA.  

Comme schématisé dans la Figure 16, le métabolisme énergétique est un autre acteur dont 

le rôle majeur dans l’efficacité de l’association paclitaxel/périfosine a été mis en évidence au 

cours de mes travaux de thèse. Nous avons en effet démontré, pour la première fois, les 

capacités anti-glycolytiques de la périfosine. Puisqu’un niveau élevé de lactate a été associé 

ces dernières années à des capacités migratoires cellulaires accrues (Goetze et al., 2011; 

Marchiq and Pouysségur, 2015; Seliger et al., 2013), il est aisé de penser que l’inhibition de la 

glycolyse – et donc de la production de lactate – par les anti-Akt puisse constituer un autre 

mécanisme à l’origine du potentiel anti-migratoire de ces thérapies ciblées. Enfin, nos travaux 

effectués sur le métabolisme cellulaire ont également révélé que la périfosine utilisée seule 

était capable d’augmenter les fonctions respiratoires mitochondriales. Cet effet pourrait être la 

conséquence de l’impact des anti-Akt sur l’hexokinase II. Cette enzyme, activée par Akt, 

intervient non seulement dans la première étape irréversible de la transformation du glucose, 

mais semble aussi avoir le pouvoir de réprimer les capacités respiratoires cellulaires en se 

fixant aux membranes mitochondriales (Fang et al., 2012; Mathupala et al., 2006). Ainsi, il est 

probable que l’utilisation d’un anti-Akt inhibe l’hexokinase, résultant en un switch 
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Figure 17 : Impact de l’inhibition d’Akt sur la localisation intracellulaire d’EB1. Photos 

représentatives du marquage d’EB1 en immunofluroscence indirecte dans des cellules A549 après 6h 

de traitement par différentes concentrations de périfosine – microscopie à épifluorescence – 

grossissement 100X (A). Photos représentatives du marquage d’EB1 en immunofluroscence indirecte 

dans des cellules A549wt et A549 shRNA-Akt – microscopie à épifluorescence – grossissement 100X 

(B).  
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Figure 18 : Potentialisation par la périfosine de la production des ROS médiée par le paclitaxel. 
Représentation de la production relative de superoxydes détectée par wst-1 dans les cellules A549 

après 6h et 24h de traitement par le paclitaxel seul, la périfosine seule ou leur association. * p<0,05 ; 

** p<0,01. * vs. contrôle et # vs. paclitaxel seul. 
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métabolique de la glycolyse vers la phosphorylation oxydative. Cette hypothèse est 

notamment confortée par une étude parue très récemment qui montre que l’irradiation de 

cellules cancéreuses de différentes origines (cancer du sein, du colon et glioblastome) entraîne 

l’inhibition de l’hexokinase à l’origine d’une reprogrammation des cellules vers l’énergétique 

mitochondriale (Lu et al., 2015a). Tout ceci justifie d’autant plus d’associer les anti-Akt à des 

anticancéreux présentant des propriétés anti-mitochondriales. C’est le cas du paclitaxel dont 

les fonctions inhibitrices de la respiration mitochondriale (cf. Fig. 15A) et activatrices de la 

sur-production de ROS (Fig. 18) se voient potentialisées par la périfosine. Ces observations 

soulèvent la question du schéma d’administration des associations MTA/anti-Akt ; une 

administration séquentielle avec un pré-traitement par les anti-Akt pouvant s’avérer judicieuse 

s’ils redonnent transitoirement aux mitochondries leur place de centrale énergétique cellulaire 

afin d’optimiser l’efficacité des MTA par la suite. 

• Anti-Akt : une nouvelle arme pour contourner les phénomènes de 
résistance aux traitements ? 

Peu d’études se sont à ce jour penchées sur les anti-Akt en tant que molécules pouvant aider à 

reverser les phénomènes de résistance des cellules cancéreuses. Des travaux parus en 2012 

ont mis en évidence l’intérêt d’associer la périfosine au docétaxel chez des patientes atteintes 

de cancers ovariens pourtant résistants aux Taxanes (Fu et al., 2012). Au cours de notre étude, 

les données obtenues in vitro ont mis en évidence que la périfosine permettait de resensibiliser 

des cellules de carcinome pulmonaire hautement résistantes au paclitaxel (A549 EpoB40 et 

HCC827). De plus, nous avons également mis en évidence que les cellules de cancer du 

poumon H1650 et H1975, résistantes aux thérapies ciblées anti-EGFR, voyaient leur 

sensibilité au paclitaxel augmentée lors de l’association avec la périfosine. Ainsi, l’association 

MTA/anti-Akt pourrait être une alternative à l’échappement thérapeutique des patients suite à 

une résistance aux MTA, mais également à une résistance aux anti-EGFR. Ce dernier point 

est soutenu par une étude de phase II, menée chez des patients atteints de cancer du poumon 

non-à petites cellules en stade avancé, dont le but est de contourner la résistance à l’anti-

EGFR (progression sous erlotinib) en l’associant avec l’anti-Akt MK-2206 [NCT01294306] 

(Lara et al., 2015). 

L’intérêt de ces anti-Akt pour contrecarrer la résistance aux traitements ne s’arrête très 

probablement pas aux cas des cancers du poumon. Ils pourraient notamment jouer un rôle 

important dans la prise en charge thérapeutique du neuroblastome, pathologie pédiatrique 

responsable de trop nombreux décès (Irwin and Park, 2015). Le rôle d’Akt dans la 
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progression du neuroblastome a été révélé récemment par utilisation du sunitinib (multi-RTK 

inhibiteur) qui a permis la régression de la masse tumorale in vivo, via l’inhibition de la 

signalisation PI3K/Akt (Calero et al., 2014). Cette étude met ainsi le doigt sur l’intérêt 

d’évaluer le potentiel thérapeutique des anti-Akt dans ces tumeurs. En accord avec mes 

travaux de thèse, il a précédemment été montré que la périfosine possède des propriétés 

cytotoxiques in vitro et in vivo dans le neuroblastome, et ceci quel que soit le statut génétique 

des lignées cellulaires étudiées (Li et al., 2010). En plus de l’âge des enfants, le facteur de 

mauvais pronostic le plus utilisé pour caractériser le neuroblastome reste l’amplification de 

l’oncogène N-myc (Maris et al., 2007). Au cours de nos travaux, nous avons mis en évidence 

un gain d’efficacité cytotoxique de la vincristine associée à la périfosine dans des lignées 

cellulaires de neuroblastome ayant un statut non-N-myc amplifié (SK-N-SH), mais nous 

avons surtout montré que la périfosine resensibilisait des cellules de neuroblastome N-myc 

amplifiées hautement résistantes à la vincristine (BE(2)C/VCR10 et BE(2)C/ADR20). Une 

étude similaire a mis en évidence que l’administration de la périfosine in vitro et in vivo 

permettait également de contourner la résistance du neuroblastome à l’étoposide médiée par la 

surexpression du facteur BDNF (brain-derived neurotrophic factor) (Li et al., 2011).  

Ainsi le nombre croissant d’études révélant l’intérêt d’utiliser les anti-Akt en association avec 

d’autres agents de chimiothérapie conventionnelle et/ou d’autres thérapies ciblées, ou voire 

même avec la radiothérapie, met l’accent sur le rôle prometteur de ces composés. Il reste tout 

un pan d’investigations à réaliser afin d’identifier des biomarqueurs prédictifs de la réponse à 

ces traitements, et ainsi non seulement guider la recherche de futures nouvelles associations 

thérapeutiques incluant les anti-Akt, mais également tendre vers la personnalisation du 

traitement. Dans ce contexte, et comme proposé dans la conclusion qui suit, l’émergence du 

métabolisme énergétique dans le paysage oncologique représente une mine de biomarqueurs 

potentiels. 
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Malgré la survenue d’effets indésirables et l’émergence de phénomènes de résistance, 

les agents anti-microtubules (MTA) sont administrés dans de nombreuses pathologies 

cancéreuses tant chez l’adulte que dans la population pédiatrique, reflétant leur succès 

clinique important. De nos jours, ils font toujours l’objet de nombreux travaux de recherche, 

tant dans le domaine fondamental que clinique et translationnel. Pour que les nouvelles 

formulations galéniques ou les nouveaux schémas de traitement évalués gagnent en efficacité 

et présentent une moindre toxicité, comprendre les mécanismes moléculaires mis en jeu est  

une étape primordiale. Ce fut l’objectif de mes travaux de thèse, articulés autour de deux axes 

principaux : (i) une étude de biologie cellulaire/moléculaire visant à déchiffrer la signalisation 

intracellulaire entre le réseau mitochondrial et le réseau microtubulaire sous l’effet des MTA, 

et (ii) une étude oncopharmacologique révélant l’intérêt d’associer les agents de 

chimiothérapie conventionnelle MTA aux thérapies ciblées anti-Akt de dernière génération 

notamment dans les cancers du poumon non-à-petites cellules. Les résultats de ces deux 

études intimement liées nous amènent à nous interroger, d’une part, sur les grands 

processus qu’il resterait à examiner au regard de nos connaissances actuelles de la biologie 

des tumeurs pour que les associations MTA/anti-Akt poursuivent leur développement vers 

la clinique et, d’autre part, sur la possibilité de caractériser des biomarqueurs qui 

pourraient présager de la réponse à ces traitements. 

 Immunomodulation  

Les travaux réalisés in vivo au cours de ces travaux de thèse sur les associations 

paclitaxel/périfosine dans un modèle de souris nude xénogreffées de cellules 

d’adénocarcinome pulmonaire humain étaient un pré-requis à toute poursuite de l’étude de 

cette association. Si les résultats obtenus sont très prometteurs pour l’avenir de cette stratégie 

thérapeutique en clinique, nous restons tout de même conscients des limites de ce modèle 

murin pour deux raisons principales : (i) la croissance tumorale en sous-cutanée est très 

rapide, réduisant la fenêtre thérapeutique pour des considérations éthiques évidentes et 

rendant alors difficile l’évaluation de l’efficacité des stratégies thérapeutiques sur le long 

terme ; (ii) l’immunodéficience des souris ne permet pas d’étudier la tumeur dans son 

microenvironnement complet, alors qu’il ne fait plus de doute que le système immunitaire 

joue un rôle considérable dans le paysage oncologique (Schreiber et al., 2011). Dans ce 

contexte, l’immunothérapie connaît un véritable essor, en particulier dans la prise en charge 

du cancer du poumon. Deux cibles thérapeutiques ont en effet été identifiées: CTLA-4 

(Cytotoxic T-lymphocyte antigen-4) et le duo PD-1/PD-L1 (Programmed cell death 1 et son 
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ligand) responsables de l’inhibition des lymphocytes T CD8+ (Massarelli et al., 2014). A ce 

jour, de nombreux essais cliniques avec leurs inhibiteurs sont en cours, parmi lesquels nous 

pouvons citer l’étude de phase III de l’ipilimumab (anti-CTLA-4) en association avec le 

paclitaxel et le carboplatine [NCT01285609], et l’étude de phase III du nivolumab (anti-PD-1) 

en association avec le docétaxel [NCT01673867]. A quel effet sur le système immunitaire 

pouvons-nous alors nous attendre pour l’association MTA/anti-Akt ? Il a été démontré une 

corrélation entre l’activation de la voie PI3K/Akt et l’expression de PD-L1, notamment via 

une régulation transcriptionnelle (Ota et al., 2015; Parsa et al., 2007), concourant à 

l’échappement de la tumeur à l’immunosurveillance. Ainsi, il pourrait être prometteur de 

coupler l’association MTA/anti-Akt à un anti-PD-1, traitement qui n’a pas encore fait l’objet 

d’étude. La question du schéma d’administration reste ouverte. Il semblerait intéressant 

d’administrer l’immunothérapie après induction par chimiothérapie/thérapie ciblée au vu des 

résultats d’une étude qui indiquent un rôle primordial des lymphocytes T CD8+ dans la 

pérennité de la réponse au traitement (Maeda et al., 2011). Une administration séquentielle 

aurait, de plus, comme principal avantage de limiter la survenue d’effets indésirables dont la 

probabilité est augmentée avec les associations thérapeutiques. 

 Fonctions anti-angiogéniques 

Judah Folkman fut le premier à introduire le concept de thérapie ciblée dans le cancer et, en 

particulier, la notion de traitement anti-angiogénique. Aujourd’hui, ces molécules font partie 

de l’arsenal thérapeutique en oncologie avec comme chef de file l’Avastin® (bevacizumab, 

anti-VEGF) utilisé notamment en association avec le paclitaxel et le carboplatine dans les 

cancers du poumon non-à-petites cellules (Dempke, 2015). Développés initialement dans le 

but de réduire la masse tumorale par inhibition de la croissance de nouveaux vaisseaux 

sanguins, les anti-angiogéniques connaissent depuis peu un nouveau souffle. En effet, il a été 

démontré que ces molécules pouvaient entraîner une normalisation vasculaire à l’origine 

d’une diminution de l’hypoxie intratumorale, de l’augmentation de l’efficacité de certains 

traitements anticancéreux, ainsi que d’une meilleure réponse immunitaire anti-tumorale (Goel 

et al., 2011; Huang et al., 2013; Jain, 2013). Dans ce nouveau contexte, de nombreux essais 

cliniques ont récemment vu le jour, mettant notamment en évidence l’intérêt thérapeutique 

d’associer le paclitaxel avec le bevacizumab (Enomoto et al., 2015; Kim et al., 2013b; 

Shimizu et al., 2014). Par ailleurs, de nombreux travaux – issus notamment de notre 

laboratoire – ont démontré le rôle anti-angiogénique des MTA en tant que tels lorsqu’ils sont 

administrés à faibles doses et de façon répétée, c’est à dire selon un schéma de traitement de 
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type « métronomique » (Pasquier et al., 2004, 2013; Pourroy et al., 2006). Se pose alors la 

question d’un éventuel potentiel anti-angiogénique des associations MTA/anti-Akt. A ce jour, 

une seule étude in vitro a démontré le potentiel anti-angiogénique de la périfosine sur cellules 

HUVEC (human umbilical vein endothelial cells) (Wang et al., 2012a). Cependant, il est aisé 

de penser, au vu de l’action activatrice de la kinase Akt sur le facteur HIF-1α et sur le VEGF, 

que les inhibiteurs d’Akt puissent avoir des effets anti-angiogéniques marqués (Agani and 

Jiang, 2013; Claesson-Welsh and Welsh, 2013). En soutien à cette hypothèse, des résultats 

préliminaires issus de tests sur cellules endothéliales nous suggèrent que les associations 

MTA/anti-Akt pourraient être hautement synergiques dans l’inhibition de la néoangiogenèse 

(données personnelles). Une étude approfondie de ce processus reste évidemment à réaliser, 

afin de déterminer si l’association MTA/anti-Akt se suffit à elle même pour exercer des 

fonctions anti-angiogénique et/ou anti-vasculaire, ou si l’addition d’un anti-angiogénique 

« vrai » serait nécessaire pour améliorer davantage l’efficacité du traitement, sans en 

augmenter les effets indésirables.  

 Inhibition du métabolisme énergétique 

En 2011, les processus caractéristiques de l’évolution tumorale proposés par D. Hanahan ont 

vu leur liste s’étendre et inclure notamment le remodelage métabolique (Hanahan and 

Weinberg, 2011). La protéine Akt, également dénommée « kinase Warburg », représente un 

élément clef dans la mise en place du statut glycolytique des cellules cancéreuses. Par 

exemple, elle augmente la translocation membranaire des transporteurs du glucose (Sakamoto 

and Holman, 2008), active certaines enzymes de la glycolyse telles que l’hexokinase ou la 

phosphofructokinase (Roberts and Miyamoto, 2014; Sen et al., 2003) et peut agir de façon 

indirecte sur les facteurs HIF-1α et C-myc régulant à leur tour différentes enzymes de 

l’énergétique cellulaire (Kim et al., 2013a; Semenza, 2010). Pour tous ces arguments, les 

inhibiteurs d’Akt semblent être des composés prometteurs pour cibler le métabolisme 

énergétique tumoral, considéré ces dernières années comme le talon d’Achille des tumeurs. 

Nos travaux ont montré que l'association paclitaxel/périfosine ciblait les 2 grandes voies 

métaboliques énergétiques de la cellule : la glycolyse et la phosphorylation oxydative. Plus 

qu’une simple inhibition parallèle de ces sources énergétiques, le MTA s’est montré apte à 

augmenter les effets anti-glycolytiques de l’anti-Akt, tandis qu’il s’est lui même révélé apte à 

potentialiser les effets anti-mitochondriaux du MTA.  
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La dérégulation du métabolisme énergétique est incontestable dans l’initiation et l’expansion 

des cellules cancéreuses, mais elle n’en est pas pour autant similaire dans toutes les 

pathologies tumorales (Cantor and Sabatini, 2012; Jose and Rossignol, 2013). En effet, la 

notion d’hétérogénéité métabolique est apparue, laissant supposer que les dérégulations 

seraient différentes en fonction des tissus atteints, voire même à l’intérieur d’une population 

tumorale donnée. Une quantité importante d’enzymes et de métabolites, ainsi que les 

oncogènes les (dé)régulant, n’a à ce jour pas encore été investiguée et pourrait représenter 

pour l’avenir des cibles thérapeutiques potentielles ou des marqueurs prédictifs de la réponse 

aux traitements (Muñoz-Pinedo et al., 2012). Tout ceci mène à penser que le statut 

métabolique des cellules cancéreuses est loin d’avoir dévoilé tous ses secrets et que de 

nombreuses découvertes primordiales dans la mise en place de cette dérégulation métabolique 

sont certainement attendues dans un futur proche. Une étude in vivo sur adénocarcinome 

pancréatique a ainsi déchiffré le rôle de la mutation Kras dans le métabolisme cellulaire par 

utilisation complémentaire de techniques « omics » (Ying et al., 2012). L’étude de la 

dérégulation du métabolisme des cellules cancéreuses devra intégrer ces nouvelles 

technologies, afin de mieux caractériser chaque type tumoral et ainsi voir émerger des 

biomarqueurs d’efficacité des traitements (prédictifs et suivi de la réponse).  

La vision actuelle de la communauté scientifique s’accorde à définir le cancer non plus 

comme UNE maladie mais comme un ensemble de pathologies hétérogènes. Dans ce 

contexte, il est clair que les MTA, agents de chimiothérapie conventionnelle utilisés 

maintenant depuis plusieurs décennies, auront toujours leur place dans l’arsenal thérapeutique 

anticancéreux en association avec diverses thérapies ciblées (anticancéreuses, 

immunomodulatrices, anti-angiogéniques). Si les années 2000 ont connu le boom des 

thérapies ciblées, les années 2010 pourraient être celles des marqueurs prédictifs de réponse 

aux traitements. En ce sens, définir un profil métabolique spécifique pour chaque tumeur 

pourrait aider à guider l’administration d’un traitement personnalisé chez le patient (Cantor 

and Sabatini, 2012). Le challenge risque d’être cependant encore plus difficile à relever 

lorsqu’il s’agit de définir un panel de biomarqueurs pour des associations thérapeutiques, et 

de ne pas se contenter de la juxtaposition des biomarqueurs de réponse à chacune des 

molécules prises individuellement. 
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