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Augmenter la radiosensibilité tumorale sans majorer celle des tissus sains est 
le défi de la radiothérapie du XXIème siècle. L’irradiation d’une population de cellules 
produit une cascade d’évènements physiques, chimiques, biochimiques puis 
biologiques qui sont de mieux en mieux compris. Dans la phase physique (10-18 à 10-13 
s), les radiations incidentes interagissent avec les atomes en perturbant leurs cortèges 
électroniques (effet Compton, effet photoélectrique) aboutissant à la formation de 
micro-dépôts d’énergie. Pendant la phase chimique (10-13 à 10-9 s), les ions 
interagissent avec le milieu essentiellement composé d’eau et produisent des 
radicaux libres (radiolyse de l’eau) qui s’homogénéisent par diffusion (10-9 à 10-6 s). 
Ces radicaux sont responsables de la formation d’un grand nombre de lésions dans 
les différents compartiments cellulaires, dont principalement des lésions de l’ADN : 
dommages de bases, pontages ADN-protéines et ADN-ADN, cassures simple et 
double-brin. La formation de ces dommages constitue la phase biochimique (10-6 à 10-

3 s). En réponse aux dommages de l’ADN, la cellule active ses mécanismes de 
reconnaissance et de réparation qui ont pour but de restaurer l’ADN endommagé. 
Certains de ces mécanismes sont mis en place en quelques fractions de seconde (1). Si 
la réparation est fidèle, la cellule survivra, sinon elle peut mourir (par mort 
mitotique, apoptose ou sénescence) ou se transformer (mutagénèse). Le fait que 
l'ADN soit la cible principale des radiations ionisantes a depuis longtemps conduit à 
envisager d'altérer la capacité de réparation des lésions de l’ADN radio-induites 
pour accroître la radiosensibilité tumorale. C’est ainsi que sont nées les associations 
chimioradiothérapies concomitantes avec des agents cytotoxiques tels que le 
cisplatine, majorant les lésions de l’ADN, ou le 5-fluorouracile, inhibant la 
réparation, ces médicaments jouant alors un rôle de radiosensibilisateurs. Ce type 
d’approche a permis d’améliorer les résultats de la radiothérapie à la fois en termes 
de contrôle local et de survie au prix cependant d’une majoration de la toxicité.  

 
Les travaux de l'équipe Inserm U612, avec ceux d'autres auteurs, ont contribué 

à élucider les mécanismes impliqués dans la synergie rayonnement-drogues et ont 
montré que l'effet des traitements combinés sur des cellules en phase de prolifération 
est déterminé, pour l'essentiel, par deux modes d'interaction : 
• La coopération cytocinétique, qui procéde de différences de la radio- ou chimio-
sensibilité intrinsèque des divers compartiments du cycle cellulaire, ainsi que de la 
redistribution dans le cycle consécutive à l'exposition à l'un ou l'autre agent 
cytotoxique. 
• L'altération de la signalisation ou de la réparation des lésions de l'ADN. 
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Le développement de thérapies ciblant spécifiquement les cellules cancéreuses 
permet d’imaginer de nouvelles associations chimioradiothérapies moins toxiques 
pour les tissus sains car plus spécifiques. Ainsi, en modulant les voies de 
signalisation impliquées dans la réponse aux radiations ionisantes, notamment les 
voies RAS et PI3K/Akt, en inhibant spécifiquement le récepteur à l’Epidermal Growth 
Factor (EGFR), ou encore en agissant sur le cycle cellulaire, on espère obtenir une 
radiosensibilisation tumorale in vitro et in vivo. 
 

C'est dans ce cadre que s'inscrit mon travail de thèse. L’équipe du Dr. Vincent 
Favaudon s’est intéressée dès les années 1990 à l’étude de l’interaction des thérapies 
ciblées avec les radiations ionisantes, notamment avec le gefitinib, un inhibiteur 
d’EGFR (2). Le STI571 ou Glivec® représente le prototype des thérapies ciblées. En 
effet, le STI571 a révolutionné la prise en charge de la leucémie myéloïde chronique 
(LMC), syndrome myélo-prolifératif caractérisé par la présence du chromosome 
Philadelphie. Cette anomalie chromosomique est liée à une translocation des 
chromosomes 9 et 22 aboutissant à la fusion des gènes BCR et ABL et à la production 
de la protéine chimérique Bcr-Abl, responsable de la transformation maligne de la 
cellule. Le STI-571 inhibe spécifiquement l’activité tyrosine kinase de Bcr-Abl 
permettant d’obtenir des réponses hématologiques et cytogénétiques majeures (3). 
L’effet de Bcr-Abl sur la radiosensibilité est mal connu. Quelques indices suggèrent 
que Bcr-Abl modifierait la radiosensibilité par l’induction de mécanismes de 
résistance aux agents génotoxiques tels qu’une activation de la réparation, une 
majoration du taux de cellules en phase S ou une inhibition de l’apoptose. La 
tyrosine kinase c-Abl est elle-même impliquée dans la réponse aux radiations 
ionisantes via la réparation des cassures double-brin de l'ADN, le contrôle du cycle 
cellulaire ou l’induction de l’apoptose. L’interaction entre STI571 et radiothérapie a 
cependant été très peu étudiée. Le sujet de thèse qui m’a été proposé consistait dans 
un premier temps à étudier les effets du STI571 sur la réponse aux radiations 
ionisantes dans des lignées cellulaires Bcr-Abl et non Bcr-Abl. Le but de cette étude 
était de mettre en évidence une éventuelle modification de la réponse au 
rayonnement et d’en comprendre les mécanismes, notamment les effets sur la 
réparation des cassures double brin de l’ADN, sur l’apoptose radio-induite ou sur les 
voies de signalisation sous-jacentes. 

 
Dans un second temps, suite aux travaux réalisés par l’équipe Inserm U938 

dirigée par Annette Larsen et à mon intérêt pour le traitement des cancers du 
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pancréas, nous avons choisi d’étudier les effets d’un autre inhibiteur de tyrosine 
kinase, le BIBW 2992, sur des lignées cellulaires de cancers du pancréas. 
Le BIBW 2992 est un inhibiteur irréversible spécifique des tyrosines kinases d’EGFR 
et HER2. L’EGFR joue un rôle important dans la radiorésistance des cellules 
tumorales. L’activation d’EGFR déclenche une cascade de signalisation intracellulaire 
aboutissant à une inhibition de l’apoptose et à une activation de la prolifération 
cellulaire et de l’angiogenèse (4). EGFR agirait aussi sur la réparation des lésions 
radio-induites via l’activation de DNA-PKcs, enzyme majeure du NHEJ (5). 
L’inhibition de l’activité d’EGFR devrait par conséquent provoquer une 
radiosensibilisation. De plus, l’inhibition d’HER2 entraîne une radiosensibilisation 
dans les cellules surexprimant HER2 (6-8). Récemment, Toulany et al. ont montré 
l’importance des hétérodimères EGFR-HER2 dans la réponse aux radiations 
ionisantes (9). Inhiber à la fois EGFR et HER2 pour augmenter la radiosensibilité 
tumorale paraît donc une combinaison intéressante. Les Docteurs Annette Larsen et 
Vincent Favaudon m’ont donc proposé de poursuivre mon travail de thèse en 
étudiant l’efficacité du BIBW 2992 ainsi que son pouvoir radiosensibilisant dans les 
cancers du pancréas. L’adénocarcinome du pancréas a un pronostic effroyable du fait 
d’une part d’un diagnostic souvent tardif, et d’autre part d’une chimiorésistance et 
d’une radiorésistance importante (10). Ceci est dû au fait que la quasi totalité des 
cancers du pancréas ont une protéine KRAS mutée (11, 12). Le rôle de KRAS dans la 
radiorésistance est encore discuté (13). La surexpression d’EGFR et d’HER2 étant un 
évènement fréquent, il nous a semblé intéressant d’étudier l’efficacité du BIBW 2992 
dans cette pathologie.  
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

INTRODUCTION 
 



I. Les radiations ionisantes  

I-1. Les différents types de rayonnements ionisants 

Le noyau d'un certain nombre d'éléments naturels ou artificiels est instable. Il 
se transforme en émettant des particules ou des photons pour donner un nouveau 
noyau qui est le plus souvent stable. Ce phénomène constitue la désintégration 
radioactive. On distingue parmi les radioéléments (radionucléides) naturels ceux dont 
la période (t1/2) est supérieure à l'âge de l'univers (232Th, 235U, 238U), ceux qui dérivent 
des précédents par filiation (ex. 226Ra) et ceux, à période plus courte, qui sont formés 
par interaction entre les molécules de la haute atmosphère et les rayonnements 
cosmiques, les plus importants étant 3H et 14C. 

Les radiations ionisantes (RI) correspondent à des rayonnements qui 
possèdent une énergie associée supérieure à 30 électrons-volts (eV), seuil au-dessus 
duquel ils peuvent arracher un électron aux atomes qui constituent le matériau. Les 
RI comprennent : 

- Des particules chargées (α [

! 

2
4He], β+ [positrons], β- [électrons], électrons 

relativistes, ions) ou non chargées (neutrons). Ces particules peuvent être animées 
d’une vitesse élevée, du même ordre de grandeur que celle de la lumière dans le cas 
des β+ ou β-. 

- Les rayonnements électromagnétiques (photons) de haute énergie (rayons X 
et γ). 

Les radiations d’énergie inférieure à 10 eV ne provoquent pas d'ionisation. 
Elles sont cependant capables de transférer leur énergie au cortège électronique des 
atomes du milieu pour les amener dans un état excité. Les rayonnements ultra-
violets appartiennent à cette catégorie. 

L’interaction des rayonnements avec la matière est caractérisée par leur libre 
parcours moyen et leur transfert d’énergie linéique (TEL). Le TEL représente, en un 
point de la trajectoire d’une particule ionisante, la densité d’énergie absorbée par le 
milieu rapportée à l’unité de longueur de la trajectoire : on l’exprime usuellement en 
keV/µm. Le TEL dépend du type de rayonnement et de son énergie. Par exemple, 
les rayonnements particulaires ont un TEL plus élevé que les rayonnements 
électromagnétiques, mais le TEL d'électrons d'énergie > 2 MeV (≈ 0,2 keV/µm) est 
très voisin celui de photons de même énergie. L’énergie déposée par le rayonnement 
dans la matière est exprimée en Gray (1 Gy =1 J/kg). 

Nous allons décrire plus en détail chaque type de RI, ainsi que leurs principales 
caractéristiques. 
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I-1-1. Les rayonnements particulaires  

   I-1-1-a. Les rayonnements α 

Les rayonnements α sont des particules d’hélium (

! 

2
4He) éjectées de noyaux 

instables ou accélérées dans des cyclotrons. On peut résumer la désintégration α 
comme une fission nucléaire où le noyau père se scinde en deux noyaux fils dont l’un 
est un noyau d’hélium. On peut prendre comme exemple la désintégration de 

l’uranium 238 : 

! 

92
238U" 90

234Th +# . 
Les particules α isssues de la désintégration de noyaux radioactifs possèdent 

en général une énergie < 10 MeV. Ces particules ont un fort TEL mais une 
pénétration faible (quelques centimètres dans l’air). Elles sont donc très vite arrêtées 
par la matière, une simple feuille de papier ou la couche cornée de la peau y suffisent. 
Ainsi les particules α ne présentent pas de danger lors d’une exposition externe. En 
revanche, elles sont fortement délétères en cas de contamination interne, c’est-à-dire 
lorsqu’une particule radioactive émettrice α est intégrée dans l’organisme, car une 
seule particule α peut créer des lésions majeures dans le noyau d’une cellule. On peut 
citer comme exemple les contaminations par inhalation de radon, responsables de 
cancers pulmonaires au terme d'une exposition chronique prolongée. 
 
   I-1-1-b. Les rayonnements β 

 La radioactivité β est un type de désintégration dans laquelle une particule β 
est émise. On parle de désintégration β- ou β+ selon que la particule émise est un 
électron ou un positron (antiparticule de l'électron). 
Désintégration β- 

Un neutron est converti en proton par l’intermédiaire de la force nucléaire 

faible avec émission d'une particule β- et d'un anti-neutrino : n → p + e-+ 

! 

" e . 
Le spectre d’énergie des β- est continu (0-3 MeV) en raison du partage de l’énergie 
entre les trois corps. Il n’y a pas d’énergie minimale. On peut prendre comme 
exemple la désintégration du Tritium en Hélium-3 : 
3H+ → 3He2+ + e-+ 

! 

"  e 
Désintégration β+ 

Un proton est converti en neutron par l’intermédiaire de la force nucléaire 
faible avec émission d'une particule β+ (un positron) et d'un neutrino : p → n + e+ + νe 

. 
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Le spectre d’énergie est continu pour les mêmes raisons que les β-. Il y a 
cependant une vitesse minimale des positrons due à la répulsion coulombienne avec 
le noyau. On peut prendre comme exemple la désintégration du 19F : 
18F → 18O + e+ + 

! 

"  e 
Le parcours des β+ est très limité en raison de leur annihilation par rencontre 

avec les électrons présents dans le milieu. Cette annihilation produit deux photons 
colinéaires d'énergie 511 keV. La détection en coincidence spatio-temporelle de ces 
deux photons est à la base de la tomographie par émission de positrons (TEP). 
 
   I-1-1-c. Les électrons 

 Un électron qui traverse un milieu matériel perd progressivement son énergie 
cinétique au cours d'interactions avec les noyaux des atomes qui constituent ce milieu 
et avec leur cortège électronique. Cette perte d'énergie s'accompagne d'un 
ralentissement, d'une diffusion et d'un transfert d'énergie aux atomes du milieu. La 
collision entre un électron en mouvement et un électron périphérique d'un atome se 
traduit en effet par un partage entre les deux électrons de l'énergie E du premier. Les 
électrons du milieu sont ainsi mis en mouvement, laissant un atome ionisé, et créent 
à leur tour des ionisations en cascade. 

Les électrons relativistes (5-20 MeV) produits par des accélérateurs linéaires 
d'électrons sont parfois utilisés en radiothérapie. Lorsque la cible est constituée d'un 
matériau de numéro atomique élevé, le transfert d'énergie se fait par freinage 
(Bremmsstrahlung) et donne lieu à la génération de photons X. Ce principe est 
appliqué dans les tubes cathodiques aussi bien que dans les accélérateurs utilisés en 
radiothérapie externe.  
 
   I-1-1-d. Les neutrons 

 Les neutrons interagissent avec les noyaux des atomes constituant le matériau 
traversé. Il en résulte deux types d’interactions :  
 - Capture : le neutron est absorbé par le noyau, lui faisant gagner une unité de 
masse. Si le noyau résultant est instable, il va émettre un rayonnement particulaire 
ou électromagnétique pour revenir à un état stable. 
 - Diffusion : le neutron perd de l'énergie en la transférant à des protons de 
recul par un processus de collision dite élastique lorsque le noyau n’est pas modifié, 
ou inélastique lorsque l’état interne du noyau est modifié. Le retour à l'équilibre se 
fait par émission de plusieurs photons. 
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   I-1-1-e. Les ions accélérés 

 Hormis l'électron ou le positron, les particules chargées sont des noyaux 
atomiques. On peut citer comme exemple l’hydrogène (protons H+), le carbone 
(C6+), le néon (Ne10+). Ces ions peuvent être accélérés par divers types 
d'accélérateurs : cyclotrons, synchrotrons, synchro-cyclotrons, accélérateurs linéaires. 
L'absorption de l’énergie de ces particules dans l'épaisseur du matériau traversé suit 
une courbecaractérisée par un dépôt d'énergie maximum en fin de parcours (pic de 
Bragg) (Figure 1). La profondeur à laquelle se forme le pic de Bragg est liée à la 
masse et à l’énergie de la particule incidente. 
 

 

Figure 1 
Distribution de dose de 
différents types de 
rayonnement dans la 
profondeur d'un tissu. 
(source : site internet du centre 
de protonthérapie d'Orsay – 
Institut Curie)  

 
Les faisceaux d'ions présentent des caractéristiques intéressantes pour le 

traitement de certains cancers. Dans le cas des protons, l'absence de dose en arrière 
du pic de Bragg permet d'éviter l'irradiation d'organes à risque (par exemple le tronc 
cérébral ou le chiasma optique) situés en arrière de la tumeur par rapport au port 
d'entrée du faisceau. Ceci permet de mieux cibler des tumeurs difficilement traitables 
en radiothérapie conventionnelle. C’est ainsi que le Centre de Protonthérapie d’Orsay-
Institut Curie traite des mélanomes de la choroïde et des tumeurs du cerveau 
récusées par la chirurgie, notamment des tumeurs de la base du crâne. Par ailleurs, 
des centres anti-cancéreux d’hadronthérapie (traitement des cancers par faisceaux 
d’ions légers, essentiellement d’ions carbone) ont vu le jour durant ces dernières 
décennies en Allemagne ou au Japon et plusieurs centres sont en projet ou en cours 
de construction, dont le projet Etoile à Lyon. 
 
  I-1-2. Les rayonnements électromagnétiques 

On distingue deux types de rayonnements électromagnétiques : les rayons γ et 
les rayons X. Les rayons γ sont émis lors de la désintégration de certains noyaux 
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atomiques, tandis que les rayons X proviennent du cortège électronique des atomes. 
Les faisceaux de rayons X sont produits par collision d’électrons accélérés avec une 
cible ou lorsque des faisceaux d'électrons relativistes se voient imposer un 
changement de direction par l'action d'un champ magnétique (rayonnement 
synchrotron). Les rayons X de faible énergie (< 450 keV) produits par des tubes de 
Crookes sont utilisés en radiodiagnostic ou pour l'irradiation de petits animaux. Les 
rayons X de haute énergie (5-20 MeV) produits par des accélérateurs linéaires 
d'électrons sont utilisés en radiothérapie. Certains accélérateurs utilisés en physique 
procurent des énergies de plusieurs GeV.  

Les rayonnements électromagnétiques sont dotés d'un TEL faible et à peu 
près constant entre 30 MV (0,28 keV/µm) et 1 MV (0,36 keV/µm) mais augmentant 
rapidement aux basses énergies (2,6 keV/µm à 200 kV). Avec les photons, on ne 
parle pas de parcours dans la matière, mais d’atténuation. En effet, le photon, 
contrairement à la particule, ne cède pratiquement pas d’énergie le long de sa 
trajectoire : il interagit avec la matière et y est absorbé quantitativement avec une 
probabilité qui dépend du numéro atomique et de la densité du matériau. C'est 
pourquoi chaque matériau possède un pouvoir atténuateur qui lui est propre. 

Lors de l’interaction entre un photon et la matière, trois effets peuvent se 
produire. Leur proportion dépend du matériau traversé et de l'énergie du photon 
incident. 
- l’effet photoélectrique : l’énergie du photon est absorbée par un électron de la 
couche interne d'un atome, qui va être éjecté. Il s'ensuit, par résonance, une 
réorganisation du cortège électronique de l’atome, avec éventuellement la 
production d'électrons Auger. 
- l’effet Compton : l’énergie du photon est transférée en partie à un électron des 
couches périphériques de l’atome cible, avec émission d’un électron secondaire 
possédant l'énergie échangée dans l'interaction. 
- l’effet de production de paire : le photon interagit avec le noyau des atomes, créant 
ainsi l’émission d’une paire positon/négaton (émission β+/β-). Le positon s’annihile 
ensuite en créant deux photons de 511 keV. L’énergie du photon incident doit être 
supérieure à 1,022 MeV pour que ce phénomène se produise. 
 Lors de mon travail de thèse, les cellules ont été irradiées au moyen d'une 
source 137Cs délivrant des rayons γ monochromatiques à une énergie nominale de 
662 keV (TEL 0,91 keV/µm) à une profondeur équivalent eau de 3,5 mm assurant 
l'équilibre électronique. 
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I-2. Les effets chimiques et biologiques des RI 

  I-2-1. Les réactions chimiques 

 Les effets biologiques des RI résultent des réactions chimiques consécutives à 
l'ionisation des molécules du milieu irradié, et plus précisément à la formation de 
radicaux libres. On distingue des effets directs et indirects (Figure 2). L’effet direct 
résulte de l'ionisation d’une molécule d’intérêt (par exemple une molécule d’ADN). 
L’effet indirect procède de l’interaction des produits de la radiolyse de l’eau avec les 
molécules contenues dans les cellules. L'effet direct est important pour les 
rayonnements de type α, mais il a une importance négligeable dans le cas des 
électrons, des protons et des photons X ou γ. L’effet indirect est largement 
majoritaire dans les conditions habituelles car les milieux biologiques sont à 70% 
constitués d’eau; la probabilité que les RI interagissent avec l’eau plutôt qu'avec des 
macromolécules (comme les molécules d’ADN) est donc beaucoup plus importante. 

 

 

Figure 2 
Effets directs et indirects des RI. 
(source: 
http://www2.vetlyon.fr/ens/imagerie 
/D1/09.Radiobiologie/R-notes.html) 

 
 La radiolyse de l'eau génère des radicaux libres et des produits de 
recombinaison qui diffusent dans la solution : 

! 

H2O" e#aq + H•+•OH + H2 + H2O2 
Les radicaux libres réagissent sur les molécules de soluté, entraînant leur 

modification chimique. Le radical OH• est un oxydant extrêmement puissant, qui 
réagit avec la plupart des molécules rencontrées à des vitesses proches de la limite 
imposée par la diffusion. Les électrons hydratés (eaq) sont pour leur part des 
réducteurs puissants. Les radicaux H• peuvent être alternativement oxydants ou 
réducteurs, selon les conditions. Leur rendement de formation dans l'eau est bien 
connu : G(OH•) = G(eaq) = 0.28 µmol/J, G(H•) = 0.062 µmol/J. 

Les principales cibles biologiques des radicaux issus de la radiolyse de l'eau 
sont les constituants des acides nucléiques (désoxyribose, bases), les lipides insaturés 
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des membranes cellulaires, et certains acides aminés. Nous ne nous préoccuperons 
dans ce qui suit que des dommages produits sur les molécules d’ADN. 

  
I-2-2. Les effets des RI sur l’ADN 

 Les radicaux libres, principalement les radicaux OH• issus de la radiolyse de 
l'eau, réagissent avec les différents éléments qui composent l’ADN : les groupements 
phosphates, le cycle désoxyribolactone ou les bases puriques ou pyrimidiques. Les 
principaux produits finaux de ces réactions sont des cassures de la chaîne 
polynucléotidique (simples ou doubles), des sites abasiques, éventuellement oxydés, 
et des dommages de bases. On trouve également des pontages ADN-ADN et ADN-
protéines ainsi que des lésions multiples localisées. Ces différentes lésions (Figure 3) 
se produisent quotidiennement dans l'ADN des cellules non irradiées sous l'effet des 
radicaux issus du métabolisme de l'oxygène (Tableau 1). 
 

 

Figure 3 
Schéma des lésions radio-induites de 
l'ADN. 
Après exposition à des RI, les 
principales lésions de l'ADN 
observées sont des cassures simple-
brin, des modifications de bases, des 
sites abasiques, des pontages ADN-
protéine, des dimérisations entre deux 
bases adjacentes et des cassures 
double-brin. 
(source : Radiobiologie (ISBN 2 7056 
6530 7), Tubiana M, ed., Hermann-
Médecine, Paris, 2008) 

 
 
 
Type de dommage 

Nombre moyen de 
lésions spontanées par 

cellule par jour 

Nombre moyen de lésions 
radio-induites par cellule 

et par Gy 
Cassures simple-brin 10.000 – 55.000 1.000 
Cassures double-brin 8 40 
Dommages de bases 3.200 2.000 
Pontage ADN-ADN 8 30 
Pontage ADN-Protéine ≥ 10 150 
Lésions multiples localisées Non déterminé Non déterminé 
 
Tableau 1 
Dommages endogènes et radio-induits de l’ADN (d'après (14)). 
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I-2-2-a. Les dommages de bases (DB) 

 Les réactions chimiques d’oxydation produites par les radicaux libres de la 
radiolyse de l’eau engendrent une multitude de modifications chimiques des bases 
puriques et pyrimidiques. Les différents composés qui en résultent ont été identifiés 
par des techniques de chromatographie. Les deux produits majeurs sont la 5,6-
dihydroxy-5,6-dihydroxythymidine (ThdGly) et la 8-oxo-7,8-dihydro-2’-
désoxyguanosine (8-oxodG). ThdGly est la plus abondante, cependant la 8-oxodG a 
été la plus étudiée et reste pour cette raison la lésion de référence comme marqueur 
des lésions oxydatives de l’ADN (15). On notera que le rendement radiolytique est 
plus faible à haut TEL (12C6+) qu’après irradiation à faible TEL (γ) (16). 
 
   I-2-2-b. Les cassures simple-brin (CSB) 

 Le métabolisme de l'oxygène produit des intermédiaires réactifs qui sont 
responsables de l'accumulation spontanée d'un grand nombre de CSB (Tableau 1). La 
rupture simple-chaîne de l’ADN peut survenir au niveau de la liaison phosphodiester 
3' ou 5'. Elle peut aussi résulter de l'attaque de la liaison base-désoxyribose. La 
plupart des CSB radio-induites sont produites par les radicaux OH• qui attaquent le 
désoxyribose. Cette attaque est suivie de réarrangements qui aboutissent à la 
rupture de la liaison phosphodiester en β (17). Les études in vitro sur de l’ADN 
plasmidique ont montré que les CSB radio-induites présentent en grande majorité 
une extrêmité 3’-phosphate ou phosphoglycolate dont la réparation nécessite l'action 
d'une nucléase (18). 
 
   I-2-2-c. Les cassures double-brin (CDB) 

 Une cassure double-brin est une rupture des deux chaînes d'ADN à des sites 
distants de quelques nucléotides. Dans la très grande majorité des cas, une CDB est 
formée par les radicaux produits lors du dépôt d'énergie d'une seule particule. La 
probabilité de formation d’une CDB dans le noyau d’une cellule par conjonction de 
CSB produites le long de deux trajectoires d’électrons distinctes est inférieure à 10-8. 
Une CDB est dite homologue si elle se produit au niveau de la même paire de bases, 
hétérologue dans le cas contraire. Les CDB hétérologues sont les plus fréquentes. 
 Le nombre de CDB représente un faible pourcentage des lésions de l’ADN 
spontanées ou radio-induites (Tableau 1). Cependant, une fraction non négligeable 
des CDB radio-induites est difficilement réparable. Les CDB étant des lésions 
particulièrement létales, il existe de ce fait une excellente corrélation entre la 
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probabilité de mort cellulaire et le taux de CDB non réparées 24 h post-irradiation 
(19). 
 
   I-2-2-d. Les pontages de l’ADN  

 On connaît trois types de pontages (cross links) radio-induits impliquant l'ADN 
: ADN-ADN intra-chaînes, ADN-ADN inter-chaînes et ADN-protéines. Ces derniers 
se forment par liaison covalente de protéines à l’ADN. C’est le cas par exemple des 
histones. 
 Quelques articles ont décrit la formation de pontages ADN-ADN par les RI 
(20). Ces dommages restent cependant peu étudiés. Cela tient en grande partie à la 
difficulté technique de leur mise en évidence et de leur quantification. On pourrait 
cependant penser qu'ils sont très néfastes pour les cellules car ils sont susceptibles 
d’interrompre différents mécanismes vitaux comme la réplication et la transcription. 
De même on reconnaît aujourd'hui que la réparation des pontages ADN-ADN inter-
chaînes est complexe et pourrait représenter pour la cellule un challenge difficile à 
surmonter. En effet, la réparation de ces lésions requiert la formation d'une CDB de 
part et d’autre du pontage avec perte de l'information de séquence avant que cette 
rupture double-chaîne ne soit prise en charge par les systèmes de réparation 
classique des CDB. 
 
   I-2-2-e. Les dommages multiples localisés 
   (Locally Multiply Damaged Sites, LMDS)  

 Le concept de LMDS est issu de la microdosimétrie. Il est basé sur les modèles 
microdosimétriques décrivant le dépôt d'énergie des électrons en fin de parcours. 
Dans le modèle théorique en vigueur, les LMDS sont constituées par l'accumulation 
(clusters) de dommages localisés sur un fragment d’ADN de 10 à 20 paires de bases 
et pouvant contenir la plupart des lésions de l’ADN décrites précédemment : 
dommages de bases, CSB, CDB. Les LMDS peuvent être induits à partir d'une seule 
trace de particule en interaction avec l’ADN. La microdosimétrie prévoit que la 
fréquence de ce phénomène doit augmenter avec le TEL du rayonnement incident 
(21, 22). La mise en évidence de ces lésions est très indirecte. La méthode la plus 
répandue, bien que non exempte d'artefacts et susceptible de conduire à une sur-
estimation de l'incidence des lésions, fait appel à la transformation des “clusters” de 
lésions en CDB sous l'action de nucléases (23). En définitive, les LMDS, si elles 
existent, seraient caractéristiques des RI car elles ne seraient pas formés 
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spontanément dans le cours du métabolisme oxydatif ni en réponse à une exposition 
aux UV (24, 25). 
 
  I-2-3. Les effets des RI au niveau cellulaire 

Nous avons vu précédemment que les radiations ionisantes engendrent une 
grande diversité de lésions dans l’ensemble des compartiments subcellulaires, celles 
qui affectent l’ADN étant les plus importantes. La réponse des cellules à ces 
dommages se traduit par : 
- l’apparition d’un stress oxydatif et une chute du potentiel redox mitochondrial ; 
- l’activation de voies de signalisation modifiant l’expression des gènes ou la 
phosphorylation d’un grand nombre de protéines ; 
- une altération du cycle cellulaire ; 
- des mutations et des aberrations chromosomiques, souvent une aneuploïdie ; 
- une modification du phénotype ; 
- la mort cellulaire (mort clonogénique) ou perte de la capacité proliférative, qui 
constitue l’effet recherché pour la stérilisation des tumeurs en radiothérapie. 
 

L’ampleur de ces diverses manifestations dépend de la dose de rayonnement 
absorbée par les cellules cibles, et leurs effets sont échelonnés dans le temps (Figure 
4). On peut ainsi distinguer : 
- la reconnaissance précoce des dommages (quelques secondes) ; 
- la signalisation (quelques minutes) et la réparation des lésions (quelques dizaines de 
minutes) ; 
- l’induction, ou la répression de l’expression de certains gènes (quelques heures) ; 
- la mort cellulaire (quelques heures à quelques jours) ; 
- l’instabilité génomique (quelques jours à plusieurs années). 
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Figure 4 
Schéma de l'effet des RI sur les cellules. Si la nature et le taux des dommages sont 
compatibles avec une réparation fidèle, la cellule peut restaurer l’intégrité de son 
génome. Lorsque la nature et le taux de dommages radio-induits dépassent les 
capacités de réparation, la cellule s’oriente vers la mort cellulaire (apoptose, mort 
mitotique, sénescence). Une réparation infidèle peut permettre la survie mais être à 
l’origine de mutations ou de remaniements pouvant évoluer à long terme vers des 
cancers radioinduits. 

 
Les tests clonogéniques in vitro, qui mesurent la survie des cellules au 

rayonnement, ont été établis vers le milieu des années 1950. Ils ont permis de décrire 
la réponse au rayonnement des cellules saines et tumorales, et de mettre en évidence 
des différences de radiosensibilité d’une lignée cellulaire à l’autre. Ces observations 
sont à l’origine de la radiobiologie quantitative et ont donné naissance à la notion de 
radiosensibilité intrinsèque, définie comme la probabilité de mort cellulaire par unité 
de dose. Parallèlement, la caractérisation de mutants de radiosensibilité chez les 
levures et les rongeurs, l’identification chez l’homme de maladies génétiques 
caractérisées par un syndrome d’hyper-radiosensibilité, et l’analyse du devenir des 
lésions radio-induites de l’ADN ont fait émerger le concept de réparation et permis 
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d'en comprendre les mécanismes. La radiosensibilité des cellules dépend de leur 
équipement génétique et d'un certain nombre de facteurs comme la pression 
partielle d'oxygène ou la phase du cycle cellulaire, la phase S étant la plus 
radiorésistante en raison des capacités de réparation qui y sont exprimées.  
Il existe cinq modes de mort cellulaire. Dans les lignées épithéliales, en particulier 
dans les lignées tumorales où l’expression de la protéine p53 est perdue, la mort 
mitotique est le mécanisme prépondérant. Celle-ci peut revêtir des aspects très 
divers, dont les principaux sont l’oncose (nécrose), la formation et l’éjection 
(exocytose) de micro-noyaux et la mort cellulaire différée. La mort mitotique 
s’exprime lors d’une tentative de passage en mitose. L’irradiation des cellules peut 
également induire l’apoptose, ou mort cellulaire programmée. La sénescence, 
observée chez les fibroblastes irradiés, doit aussi être considérée comme un 
mécanisme de mort cellulaire programmée. Il faut mettre à part le phénomène de 
mort immédiate et l’autophagie. La proportion des différents modes de mort 
cellulaire est fonction de la dose de rayonnement et de l’expression de certains gènes. 
Elle dépend au premier chef de l’intégrité de la protéine p53, dont le rôle est décisif 
dans l’induction de l’apoptose radio-induite. Toutefois, il n’y a pas de corrélation 
entre l’aptitude à entrer en apoptose et la radiocurabilité des tumeurs (26). 
 

I-3. Les différents systèmes de réparation de l’ADN 
 
 La cellule eucaryote a développé au cours de l’évolution des mécanismes de 
réparation spécifiques de chaque type de lésion de l'ADN (27). Les principaux 
mécanismes de réparation sont au nombre de cinq : 
- réparation par excision de base (Base Excision Repair, BER), 
- réparation par excision de nucléotide (Nucleotide Excision Repair, NER), 
- réparation des mésappariements de bases (Mismatch Repair), 
- réparation des CDB par suture non-homologue (Non Homologous End-Joining, 
NHEJ), 
- réparation des CDB par recombinaison homologue (RH). 
 

La réparation permise par ces différents mécanismes peut-être fidèle, c’est-à-
dire qu’elle restaure parfaitement la séquence d’ADN originelle, soit infidèle, c’est-à-
dire qu’une partie de la séquence nucléotidique aura perdu une partie de son 
information, ou que la nouvelle séquence synthétisée diffèrera de la séquence avant 
lésion. Les principales caractéristiques des différentes voies de réparation sont 
résumées dans le Tableau 2. 
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Voie de réparation 
Lésions 

induites par 
Types de lésions 

réparées 
Fidélité de la 

réparation 

Excision de base 
(BER) 

Radiations ionisantes 
Espèces activées de 

l'oxygène  
Agents alkylants 

Dommages de base 
Sites abasiques 

CSB 
Fidèle 

Excision de 
nucléotide 

(NER) 

CisPlatine 
Rayons UV 

Mitomycine C 

Pontages 
Adduits 

Dimères de 
pyrimidine 

 
Fidèle 

Réparation des 
mésappariements 

(MMR) 

 
Erreurs de réplication 

CisPlatine 
Agents alkylants 

 

Bases mésappariées 
Insertion 
Délétion 

 
Fidèle 

Suture non-
homologue 

(NHEJ) 

Radiations ionisantes 
Ene-diynes 
Bléomycine 
 Poisons de 

topoisomérase I & II 

 
CDB 

Majoritairement 
infidèle 

Recombinaison 
Homologue 

(RH) 

Radiations ionisantes 
Enes-diynes 
Bléomycine 
Poisons de 

topoisomérase I & II 

 
CDB 

Majoritairement 
fidèle 

 
Tableau 2 
Principales caractéristiques des mécanismes de réparation de l’ADN hors synthèse 
translésionnelle. La liste des inducteurs de lésions n’est pas exhaustive. 
 
 Il faut noter que plusieurs syndromes de prédisposition aux cancers sont liés à 
la perte de fonction ou à la délétion de gènes de réparation. Ces défauts de réparation 
sont également responsables de réactions aigues d'hypersensibilité aux RI. 
L'inactivation de ces voies au moyen d'inhibiteurs appropriés peut potentialiser la 
réponse aux agents cytotoxiques, mais il n'est pas certain qu’elle puisse être utilisée 
chez les patients sans augmentation importante de la toxicité conduisant à l'échec des 
traitements (28). 
 
 

I-3-1. La réparation par excision de base (BER) 

 Le BER prend en charge la réparation des dommages de base comme la 8oxo-
dG, les sites abasiques et les CSB. 
 
Trois cas de figures peuvent être envisagés pour le BER : 
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- Une CSB est formée en réponse à une attaque radicalaire. Dans ce cas la 
brèche est religuée directement par le système de réparation des CSB (Single-Strand 
Break Repair, SSBR, voir § I-3-1-b). 

- La lésion est de type base oxydée ou alkylée. La base doit, dans un premier 
temps, être excisée par une ADN-glycosylase. La liaison sucre-phosphate sera ensuite 
clivée sous l’action d’une endonucléase formant ainsi une CSB. Le SSBR se chargera 
alors de réparer la CSB néo-formée. 

- La lésion est un site abasique. Ce dommage ne nécessite pas la 
reconnaissance par une ADN-glycosylase. Le squelette sucre-phosphate est clivé 
directement par la protéine APE1 (A-Purique/Pyrimidique endonucléase 1) générant 
une CSB réparée par le SSBR. 

 
   I-3-1-a. Formation de la brèche simple-brin 

 Les ADN glycosylases initient le processus de BER en catalysant l’hydrolyse 
de la liaison N-glycosydique entre la base endommagée et le squelette sucre-
phosphate. La formation du site abasique est suivie d'un clivage de la molécule 
d’ADN pour générer une CSB. Ce clivage est réalisé par les enzymes appelés AP 
endonucléases. 

 
   I-3-1-b. Détection de la CSB  

La cassure simple-brin étant réalisée, directement par les RI ou indirectement, 
la cellule entre dans le processus de SSBR. Immédiatement après la génération d’une 
CSB, la brêche est détectée par la protéine PARP-1 (29). PARP-1 possède deux motifs 
en doigts de zinc qui lui confèrent une très forte affinité pour les brèches formées 
dans l'ADN qu'elle est vraisemblablement la première à occuper. Les molécules de 
PARP-1 au niveau de la cassure provoquent une courbure de l’ADN. PARP-1 
s’homodimérise, ce qui permet son automodification grâce à son site catalytique qui 
synthétise des longues chaînes de polymères d’ADP-ribose (PAR) à partir de 
molécules de NAD+. L'ensemble du processus a trois conséquences majeures sur le 
SSBR (30):  

- une modification de la structure de la chromatine autour du site de la cassure 
grâce à une poly(ADP-ribosyl)ation des résidus d’histones H1 et H2B (31). 
Cette modification produit une relaxation de la fibre chromatinienne qui est 
censée faciliter l’accès des autres protéines de réparation au site de la cassure. 
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- un signalement à la cellule de la présence du dommage ainsi que son 
étendue. Ces signaux permettent à la cellule d'établir une réponse adaptée à la 
gravité de la lésion : réparation ou mort cellulaire. 
- un recrutement des facteurs du BER/SSBR, soit par affinité de ces derniers 
pour les chaînes de poly(ADP-ribose) synthétisées par PARP-1, soit par 
poly(ADP-ribosyl)ation de protéines acceptrices dans une réaction dite 
d’hétéromodification. 

Les chaînes de poly(ADP-ribose) (PAR) sont chargées négativement. Leur 
accumulation a donc pour effet de diminuer l’affinité de la protéine envers la 
molécule d’ADN par répulsion électrostatique, l’ADN étant lui-même chargé 
négativement. PARP-1 se dissocie alors du complexe de BER. Les PAR sont ensuite 
dégradés par l'enzyme poly(ADP-ribose) glycohydrolase (PARG). PARP-1 se trouve 
alors de nouveau disponible pour intervenir sur un autre site de cassure. 
 

I-3-1-c. Coordination du BER  

La protéine XRCC1 (X-ray cross complementing protein 1) est recrutée très 
rapidement au niveau de la CSB par les chaînes de PAR greffées sur la protéine 
PARP-1 lors de son automodification. Une fois recrutée sur la CSB, XRCC1 interagit 
et stimule des composants du SSBR impliqués aussi bien dans le traitement des 
extrémités de la CSB, l'incorporation de nucléotides sur le site de la brèche et la 
ligation. 
 
  I-3-1-d. Traitement des extrémités de la CSB 

 Dans la plupart des cas, les extrémités 5’ et 3’ de la brèche doivent subir un 
remaniement pour permettre la synthèse des nucléotides manquants par les ADN 
polymérases. Cette synthèse exige des extrémités 3’-OH et 5’-P. L'hétérogénéité des 
terminaisons générées par les ADN-glycosylases explique l'existence d'une grande 
variété d’enzymes à ce stade du BER. Cependant, dans la très grande majorité des cas 
on retrouve deux cas de figures qui font intervenir les enzymes suivantes :  

- les CSB possédant des extrémités 5’-OH et 3’-P sont prises en charge par la 
polynucléotide kinase (PNK). 
- les CSB issues du clivage d’un site abasique par l’endonucléase APE1 
présentent des extrémités 3’-OH et 5’-déoxyribose phosphate. Elles sont 
remaniées par l’ADN polymérase β (Pol β) pour former des extrémités 3'-OH 
et 5'-P. 
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I-3-1-e. Synthèse et ligation de l’ADN 

Deux mécanismes peuvent être mis en œuvre pour l'incorporation dans la 
séquence d'ADN du nucléotide manquant ou de la séquence éliminée lors du 
remaniement de la brèche : le short patch repair (SPR) et le long patch repair (LPR). On 
pense que c’est la taille de la brèche qui détermine laquelle de ces deux voies est 
sollicitée. Le SPR prend en charge la réparation lorsque la brèche est limitée à un seul 
nucléotide à incorporer (voie majoritaire). Le LPR intervient pour des lésions allant 
de 2 à 15 nucléotides (voie minoritaire). Ces deux voies utilisent des enzymes 
(polymérases, ligases) et des partenaires différents (Figure 5). 

 

 
Figure 5 
Mécanismes de réparation par excision de base (BER) : voies du short patch (SPR) 
et du long patch repair (LPR) (d’après Godon et al. (30)). 
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I-3-2. La réparation par excision de nucléotide (NER) 

 Le NER prend en charge principalement la réparation des dommages à fort 
encombrement stérique pouvant être responsables de distorsions de l’ADN, comme 
les adduits, les pontages et plus particulièrement les photoproduits  et les dimères de 
pyrimidine induits par irradiation UV (15-17). 
La réparation par excision de nucléotides se décompose en deux voies, selon le mode 
de détection du dommage (Figure 6) :  

- si la lésion est située dans un domaine non transcrit de l’ADN, le traitement 
de la lésion emprunte la voie dite de réparation globale du génome (Global 
Genomic Repair, GGR). 
- si la lésion est située sur un brin d’ADN transcrit, la réparation sera alors 
couplée à la transcription (Transcription-Coupled Repair, TCR). 

Un défaut dans les voies du NER se traduit par un syndrome d’hypersensibilité aux 
UV. Dans la majorité des cas, ces maladies héréditaires sont autosomales récessives et 
sont issues de mutations dans des gènes codant des protéines impliquées dans cette 
voie de réparation. L’exemple le mieux connu est le Xeroderma pigmentosum (XP). 
Exposés à la lumière du jour, les patients atteints de cette maladie développent très 
précocément (vers l’âge de 8-9 ans) des tumeurs cutanées. Leur espérance de vie est 
d’environ 40 ans. On peut également citer comme autres exemples le syndrome de 
Cockayne (CS) ou la trichothiodystrophie (TTD). L’étude de ces pathologies a permis 
de déterminer les protéines intervenant dans le NER (32). 
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Figure 6 
Mécanismes de réparation par excision de nucléotides : réparation globale du 
génome et réparation couplé à la transcription (d’après Christmann et al. (33)). 
 
 I-3-2-a. La réparation globale du génome (GGR) 

 Lors de la réparation par GGR, le dommage est reconnu par trois complexes. 
Le premier implique XPC, principal initiateur de la réparation par GGR. Le deuxième 
complexe est composé des protéines XPE-DDB1-DDB2 (damaged DNA binding protein 
1 et 2). Le troisième est formé par les protéines XPA et RPA (replication protein A).
 Le facteur TFIIH est ensuite recruté au niveau de la lésion par le complexe 
XPC-HR23B-centrine 2. Grâce aux activités hélicases 3’→5’ et 5’→3’ des protéines 
XPB et XPD, respectivement, TFIIH déroule l’ADN autour de la lésion. Une autre 
sous-unité de TFIIH, TTD-A, régule le complexe et stimule l’activité ATPase de XPB, 
aidant ainsi à l’ouverture de l’hélice d’ADN. Le fragment nucléotidique est ainsi 
rendu accessible aux nucléases XPG (incision en 3’) et XPF associé à ERCC1 (incision 



Introduction  

 33 

en 5’). Il en résulte une incision d’un oligonucléotide d’une taille relativement 
constante de 27 à 29 nucléotides. 
 Après excision du fragment, les polymérases δ/ε, associées au PCNA, 
synthétisent la trentaine de nucléotides manquants en prenant comme matrice le brin 
non endommagé. Les deux extrémités de la cassure sont enfin liguées par l’ADN 
ligase I, marquant ainsi la fin du mécanisme de GGR. 
 
  I-3-2-b. La réparation couplée à la transcription (TCR) 

 La réparation par TCR intervient lorsque le complexe de transcription de 
l’ADN en ARN se trouve confronté à un dommage important. L’enzyme ARN-
polymérase II se trouve alors bloquée sur le brin transcrit et recule d’une vingtaine 
de nucléotides afin de permettre le recrutement des protéines CSA, CSB (Cockayne 
syndrome protein A, B) et du complexe TFIIH. Les deux premières protéines 
permettent à leur tour le recrutement des effecteurs suivants du TCR en modifiant la 
structure de la chromatine. L'activité hélicase du complexe TFIIH entraîne le 
déroulement de la double hélice d'ADN autour du dommage photo-induit, 
permettant ainsi son incision. Le facteur d'élongation de la transcription TFIIS 
stimule pour sa part l'activité de clivage du transcrit de l'ARN polymérase II arrêtée 
par une photolésion. L’ARN-polymérase II quitte alors le site de dommage et est 
dégradée. Les nucléases XPG puis XPF (associé à ERCC1) interviennent ensuite pour 
cliver le fragment d’ADN contenant la lésion. Celui-ci est remplacé par un fragment 
synthétisé par les polymérases δ/ε, associées à PCNA. La ligation des deux 
extrémités est effectuée par la ligase I. La transcription peut alors reprendre par le 
recrutement d’une ARN-polymérase II se substituant à celle qui avait été dégradée 
lors de la reconnaissance du dommage. 
 

I-3-3. La réparation des mésappariements de bases (MMR) 

Le MMR intervient pour réparer les mésappariements de base qui sont 
générés lors de la synthèse de l’ADN par les polymérases réplicatives telles que δ ou 
ε (34). Cependant, le MMR peut également intervenir en cas de modification des 
bases (méthylation, oxydation). 
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Figure 7 
Mécanismes de réparation de mésappariements de bases (d’après Jiricny et al. (34)). 

 
Le mésappariement est reconnu par le complexe MutSα, composé des 

protéines hMSH2 et hMSH6 (human MutS homologous protein). MutSα forme une 
pince autour de l’ADN, ce qui lui permet de venir se fixer au niveau de la distorsion 
créée par le mésappariement (Figure 7). L’hydrolyse de l’ATP par MutSα provoque 
un changement de la conformation de l’ADN et permet la fixation de MutLα, un 
hétérodimère formé des proteines hMLH1 (human MutL homologous mismatch repair 
protein 1) et PMS2. 

Si le complexe réplicatif est situé en 5’ du mésappariement, MutSα et MutLα 
peuvent glisser en amont jusqu’au PCNA, et ainsi déloger RFC et recruter 
l’exonucléase 1 (EXO1). Celle-ci dégrade alors le brin contenant le mésappariement 
dans le sens 5’→3’. L’ADN simple brin ainsi formé est protégé des nucléases par les 
protéines RPA. Il sert de matrice à la synthèse des bases manquantes par l’ADN 
polymérase δ à partir de l’extrémité 3’. L’ADN ligase I viendra enfin effectuer la 
ligation de l’oligonucléotide néosynthétisé. 
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Si le complexe réplicatif est situé en aval du mésappariement, les complexes 
MutSα et MutLα coulissent jusqu’au PCNA et recrutent également EXO1, tout en 
maintenant RFC sur le site de dommage pour éviter une dégradation de l’ADN. 
Après excision du mésappariement par EXO1, l’ADN polymérase δ synthétise les 
nucléotides manquants à partir de l’extrémité 3’ de la brèche formée, et stabilisée par 
les protéines RPA, avant ligation par l’ADN ligase I. 

Des mutations dans les gènes codant les protéines hMLH1, hMSH2 et hMSH6 
créent des défauts du MMR. Ces défauts sont à l’origine de cancers colorectaux sans 
polypes. 

 
I-3-4. La réparation des cassures double-brin de l’ADN (CDB) 

 Chaque jour survient 8 CDB dites spontanées. Ces cassures sont la 
conséquence d'erreurs qui se produisent au cours de la réplication, par exemple par 
collision de CSB non réparées avec les fourches de réplication, ou lors d'un 
dysfonctionnement du mécanisme enzymatique des endonucléases ou des 
topoisomérases. Elles sont également induites par les RI (environ 40 CDB par Gy 
dans une cellule diploïde) ou par des drogues antitumorales telles que la bléomycine, 
les ène-diynes (néocarzinostatine) et les poisons de topoisomérase I (camptothécine 
et dérivés) ou II (étoposide). Une CDB non réparée se transforme en cassure 
chromosomique, recombinogène et hautement toxique pour la cellule. Les cellules de 
mammifères possèdent deux mécanismes principaux pour la réparation des CDB, la 
suture non-homologue des extrémités clivées (Non Homologous End Joining, NHEJ) et 
la réparation par recombinaison homologue (RH). 
 
  I-3-4-a. La réparation des CDB par suture non-homologue (NHEJ) 

 Le NHEJ est le mécanisme de réparation des CDB majoritaire dans les cellules 
humaines. Il peut intervenir tout au long du cycle cellulaire, ce qui n’est pas le cas de 
la recombinaison homologue. Le NHEJ nécessite le complexe DNA-PK. 
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Figure 8 
Réparation des CDB par suture non-
homologue  
Les ruptures double-chaîne sont 
détectées par les protéines Ku qui s'y 
fixent et recrutent la sous-unité DNA-
PKcs. Après résection des extrémités 
par la protéine Artemis, la CDB est 
religuée par l’ADN ligase IV associée à 
XRCC4 et XLS. 
 

 
 La reconnaissance de la CDB est assurée par le complexe DNA-PK. Celui-ci se 
compose de l’hétérodimère Ku70/Ku80 et de la protéine DNA-PKcs (DNA-PK 
catalytic subunit). Le complexe recrute la nucléase Artemis, activée par les kinases 
ATM et DNA-PK. Artemis provoque la résection des oligonucléotides simple-brin 
situés aux extrémités de la brèche double-brin. Les extrémités résultantes sont 
religuées par l’ADN ligase IV associée aux protéines XRCC4 et XLF (XRCC4-Like 
Factor). L'étape de résection effectuée par Artemis est nécessaire au remodelage 
précédant la suture mais implique une perte d’information génétique. C’est pourquoi 
le mécanisme de réparation NHEJ est généralement infidèle. 
 Le NHEJ joue un rôle important dans la formation des clones qui constituent 
le répertoire d’antigènes. Ce répertoire est établi par le système V(D)J de 
réarrangement des gènes V (Variable), D (Diversity) et J (Joining) codant les 
immunoglobulines. Le système V(D)J est un mécanisme de formation de coupure et 
de religation d’ADN double-brin permettant le réarrangement des exons codant les 
parties variables des immunoglobulines et des récepteurs des lymphocytes T. Des 
mutations dans des gènes codant des protéines impliquées dans le NHEJ 
(notamment Artemis et Ligase IV) sont responsables d’importants déficits 
immunitaires et prédisposent à l’apparition de lymphomes et de leucémies (35). 
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  I-3-4-b. La réparation des CDB par recombinaison homologue (RH) 

 Le second mécanisme de réparation des CDB est la recombinaison homologue. 
Cette voie de réparation est dite fidèle car la séquence d’ADN lésée est resynthétisée 
à partir de la chromatide sœur ou du chromosome homologue. La RH se produit 
uniquement dans les phases du cycle cellulaire où la chromatine peut être remaniée 
pour rapprocher les chromosomes homologues, c'est à dire durant la phase S et en 
phase G2. 
 

 
Figure 9 
Réparation des CDB par recombinaison homologue et single strand anneling 
(d’après Sancar et al. (36)). 
 

 La reconnaissance de la CDB est assurée par le complexe MRN (Mre11-
RAD50-NBS1) (Figure 9). L’activité nucléase de Mre11 effectue la résection des 
extrémités de la CDB de 5’ vers 3’. Les protéines RPA et Rad52 viennent alors se fixer 
sur les extrémités 3’ sortantes afin d’éviter leur dégradation par les exonucléases et 
pour permettre le recrutement de la protéine RAD51, acteur principal de la RH. 
Rad52 a ainsi une fonction équivalente à celle des protéines Ku70/Ku80 dans le 
NHEJ, c’est-à-dire la protection des extrémités et le recrutement des différents 
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partenaires. La protéine RAD51, sous le contrôle de BRCA1 et BRCA2, va ensuite 
rechercher les séquences homologues sur la chromatide sœur appariée après une 
invasion de brins par synthèse de nucléofilaments. Cette invasion des brins 
endommagés dans les brins de la chromatide sœur appariée forme une structure 
appelée jonction de Holliday. Ces jonctions sont résolues par des endonucléases qui 
reconnaissent ces structures spécifiques. La séquence d’ADN lésée est alors 
synthétisée par les polymérases en prenant comme matrice la séquence homologue 
intacte sur la chromatide sœur. La polymérase responsable de cette synthèse serait la 
polymérase η, mais il semble que les polymérases réplicatives puissent également 
accomplir cette fonction. Une fois cette étape achevée, les extrémités franches 
formées peuvent être liguées. 
  La réparation par RH est fidèle et permet de conserver l’intégrité du 
génome. C'est pourquoi des mutations hétérozygotes affectant les gènes Brca1 et 
Brca2 constituent un facteur de prédisposition aux cancers du sein ou des ovaires. En 
effet, si des cellules deviennent homozygotes pour la mutation de ces gènes 
accompagnée de la perte/diminution de fonction des protéines BRCA1/2, il en 
résulte une RH inefficace qui peut alors devenir infidèle et être à l’origine de 
processus de cancérogenèse.  
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II. Les associations chimioradiothérapies  
 

Pour de nombreuses tumeurs, la chimioradiothérapie est devenue le 
traitement de référence. Cependant, une augmentation des toxicités est très souvent 
rapportée. 
En 1979, Steel a rapporté les justifications théoriques des associations entre 
radiothérapie et cytotoxiques (37). Elles peuvent se résumer ainsi : 

- coopération spatiale : l’effet systémique de la chimiothérapie sur une maladie 
potentiellement micrométastatique s’allie à l’effet local de la radiothérapie ; 

- additivité : si l’on considère les deux agents A et B, chacun ayant une efficacité 
définie quand administré isolément, on considère que l’association est 
additive quand effet A+B = effet A + effet B ; 

- supra-additivité : l’association est dite supra-additive quand effet A +B > effet 
A + effet B, du fait d’une interaction entre les deux agents. 

De multiples mécanismes d’interactions ont été décrits. Même si le concept de supra-
additivité est séduisant, il est probable que la plupart des bénéfices observés en 
clinique soient dus à la simple additivité des effets ou à la coopération spatiale.  
 

II-1. Mécanismes d’interactions moléculaires 
 

II-1-1. Modifications des lésions radio-induites 
 

De nombreux agents cytotoxiques ont pour cible l’ADN, créant des CSB ou 
des CDB. Le cisplatine, par exemple, crée des adduits en se fixant sur des résidus 
guanines avec création de ponts inter ou intrabrins. Deux systèmes de réparation 
sont impliqués dans la prise en charge de ces adduits : le système de l’excision repair 
(NER) qui va conduire à l’ablation de ces adduits, et la recombinaison homologue 
qui est nécessaire pour une reconstruction précise de la portion d’ADN enlevée en 
même temps que l’adduit (38). La présence d’adduits de cisplatine à proximité de 
CSB provoquées par l’irradiation va modifier les capacités de réparation de ces CSB 
et transformer ainsi une lésion aisément réparable (la CSB ou l’adduit de cisplatine) 
en lésion irréparable (le couple CSB + adduit de cisplatine). Ce modèle est supporté 
par le calcul des probabilités d’interactions stériques entre adduits de cisplatine et 
CSB radio-induites et par des données expérimentales (39) (40). Cependant, d’autres 
mécanismes sont probablement en cause dans l’interaction cisplatine-irradiation, en 
particulier une inhibition de la réparation des lésions radio-induites : les adduits de 
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cisplatine modifieraient la capacité de fixation des protéines Ku sur l’ADN et 
diminueraient l’efficacité du système NHEJ (41, 42). Ce phénomène expliquerait 
pourquoi l’interaction est supra-additive. 
 L’étoposide est un poison de topo-isomérase IIα. Il agit par stabilisation des 
complexes clivables, intermédiaires du processus enzymatique, ce qui conduit à la 
création de CDB, particulièrement dans la phase S du cycle cellulaire (43). En 
association avec l'irradiation, il donne lieu à une interaction supra-additive corrélée à 
une augmentation de l'incidence des CDB (44, 45). 
 

II-1-2. Inhibition de la réparation des lésions radio-induites 
 
La réparation des lésions radio-induites est actuellement considérée comme le 

principal déterminant du devenir des tissus sains après irradiation. L’utilisation de 
puissants inhibiteurs de cette réparation en combinaison avec l’irradiation risque par 
conséquent d’entraîner une toxicité tardive très importante. Comme plusieurs autres 
enzymes impliquées dans la réparation, DNA-PKcs possède un domaine catalytique 
homologue à celui de la PI3K. La DNA-PKcs peut ainsi être inhibée par les 
inhibiteurs de PI3K, tels la wortmannine (46). In vitro, la wortmannine n’est pas 
cytotoxique en elle-même, cependant elle entraîne une importante 
radiosensibilisation. L’utilisation de ces inhibiteurs en association à la radiothérapie 
paraît délicate. En revanche, des inhibiteurs plus spécifiques de la cascade PI3K-
PDK1-PKCζ pourraient être utiles pour potentialiser très spécifiquement la réponse 
aux poisons de topoisomérase IIα sans interférer avec la voie du NHEJ (47). 

La synthèse de l’ADN et sa réparation relèvent de processus identiques. En 
pratique, les médicaments qui affectent le métabolisme des nucléosides ou des 
nucléotides sont les agents qui sont les plus efficaces et les plus largement utilisés en 
clinique, en particulier les fluoropyrimidines. La cytotoxicité observée avec le 5-
fluorouracile (5-FU) est complexe, faisant intervenir plusieurs processus (48, 49). Il 
s’incorpore dans l’ARN, l’ADN et inhibe la thymidylate-synthase (TS). Celle-ci 
catalyse la réduction de la déoxyuridine monophosphate (dUMP) en 
déoxythymidine monophosphate (dTMP). Cette réaction est la seule source de novo 
de thymidylate qui est nécessaire pour la réplication et la réparation de l’ADN. La 
déplétion en dTMP induit une déplétion en déoxythymidine triphosphate (dTMT) et 
une accumulation de dUMP qui se transforme en dUTP. Le dUTP peut s’incorporer 
dans l’ADN mais la réparation devient inefficace aboutissant à des cycles de 
réparation futiles et, à terme, à des cassures de l’ADN et à la mort cellulaire. Le 5-FU 
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est bien connu pour ses propriétés radiosensibilisatrices. Plusieurs mécanismes 
expliquent son pouvoir radiosensibilisateur : 
- l’inhibition de la réparation des lésions radio-induites est impliquée, en diminuant 
le pool de dTMT. Ainsi l’addition de thymidine dans le milieu de culture atténue la 
radiosensibilisation (50). 
- cette radiosensibilisation dépend de la quantité de 5-FU incorporée dans l’ADN ; la 
progression inappropriée en phase S en présence de la substance fixée à l’ADN 
semble être un évènement important (51-53). 
- l’irradiation augmente la captation tumorale du 5-FU, probablement en augmentant 
le débit sanguin (54). 
La radiosensibilisation apparaît maximale quand l’exposition à la drogue est 
prolongée avant et après irradiation, d’où l’administration en perfusion continue. 
 La gemcitabine est un analogue pyrimidique efficace dans de nombreuses 
tumeurs solides. Comme le 5-FU, elle déplète le pool de déoxynucléosides 
triphosphates par inhibition de la ribonucléotide réductase et s’incorpore dans 
l’ADN. Cette déplétion en déoxyribonucléotides contribue pour une large part à la 
radiosensibilisation bien qu’aucune augmentation du nombre de cassures de l’ADN 
n’ait pu être mise en évidence en électrophorèse en champ pulsé (55, 56). C’est 
essentiellement la diminution du pool de dATP qui est incriminée dans la 
radiosensibilisation. Une facilitation de l’apoptose radio-induite est également en 
cause (57). En clinique, des toxicités majeures ont été observées quand la gemcitabine 
est utilisée à doses usuelles en concomitant avec l’irradiation. Elle ne peut être 
utilisée en association avec la radiothérapie que dans le cadre d’essais 
thérapeutiques. 
 

II-2. Mécanismes d’interactions cellulaires 
 

II-2-1. Coopération cytocinétique 
  
 On sait depuis longtemps que la radiosensibilité est variable selon les phases 
du cycle cellulaire et que la phase S est la plus radiorésistante (58). De ce fait, 
l'association d'agents cytotoxiques spécifiques de la phase S concomitamment à une 
irradiation produit une augmentation importante de la pente initiale des courbes de 
survie au rayonnement. C’est le cas de la camptothécine et de ses dérivés, poisons 
des topo-isomérases I. L’analyse des modalités de l’interaction montre qu’il s’agit 
d’une additivité de type II et non d'un effet radiosensibilisateur (59). 
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II-2-2. (Pseudo) synchronisation 
 
L'opinion a longtemps prévalu que les cellules présentent un pic de 

radiosensibilité durant la phase G2/M du cycle cellulaire. C'est vrai dans les cellules 
de rongeurs (58), mais pas dans les cellules humaines où le maximum de 
radiosensibilité se trouve plus souvent en G1 (V. Favaudon, communication 
personnelle). Ce fait explique que les drogues provoquant une accumulation en 
prométaphase, tels les poisons du fuseau ou les taxanes, n'induisent pas d'effet 
radiosensibilisateur (60). Un effet radioprotecteur des taxanes  a même été décrit in 
vitro (61). L'association taxanes-radiothérapie représente pourtant un bénéfice en 
clinique. Ce bénéfice pourrait être lié à la réoxygénation tumorale sous l'effet de la 
drogue (§ II-3-1). 

La situation est complètement différente dans le cas de cellules qui 
s'accumulent en phase G2 à la suite d'une irradiation. Dans ce cas, en effet, les 
cellules présentent une hyper-radiosensibilité marquée que les auteurs ont attribuée 
à des remaniements de la chromatine liés à la mise en œuvre de la réparation par 
recombinaison homologue, exposant le génome à un excès de dommages létaux lors 
d'une ré-irradiation intervenant à ce moment (45). 

La (pseudo)synchronisation cellulaire est relativement aisée à obtenir in vitro, 
cependant son utilité en clinique reste controversée. Son intérêt peut être discuté 
pour plusieurs raisons : 
- un grand nombre de cellules au sein des tumeurs sont hors cycle, en G0 ; 
- les cellules saines étant tout autant synchronisées que les cellules tumorales, l’index 
thérapeutique ne sera pas amélioré ; 
- les cellules bloquées en G2/M par les drogues sont probablement celles qui sont 
amenées à mourir. 
 
 

II-3. Mécanismes d’interactions tissulaires 
 

II-3-1. Réoxygénation 
 

Une réduction du volume tumoral après traitement peut améliorer la 
vascularisation tumorale, entraînant une réoxygénation et par conséquent une 
radiosensibilisation. Cela a été montré sur un modèle de tumeur traitée par paclitaxel 
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avant irradiation (62). La fraction des cellules hypoxiques était mesurée par des 
micro-électrodes placées dans la tumeur. La pression partielle en O2 médiane était de 
6,2 torrs avant l’administration de paclitaxel et augmentait  à 10,5 et 31,2 torrs 
respectivement à 24 h et 48 h post-traitement. Cette réoxygénation était corrélée avec 
la radiosensibilisation, que les cellules soient en G2/M ou non. 

Une irradiation fractionnée, via une diminution du volume tumoral, peut 
également accroître le flux sanguin tumoral et faciliter l’accès des substances à la 
tumeur. Ainsi, il a été montré après irradiation une augmentation de la captation 
tumorale de certains cytotoxiques, comme le carboplatine et le 5-FU (63, 64). 

Une autre méthode pour améliorer l’oxygénation tumorale est l’utilisation 
d’agents anti-angiogéniques. L'importance de l'angiogenèse dans le développement 
et la survie des cellules tumorales a été mise en évidence par les travaux princeps de 
Judah Folkman (65). En particulier, il a été le premier à montrer qu'une tumeur ne 
peut se développer in vivo au-delà d'un diamètre de 3 mm sans solliciter son lit 
vasculaire, ces 3 mm correspondant à la distance de diffusion passive des nutriments. 
Ces travaux ont montré l’existance d’une relation étroite entre le développement 
d'un réseau vasculaire péri- et intra-tumoral et la croissance de la tumeur. Le fait que 
la cellule endothéliale soit beaucoup plus stable génétiquement que les cellules 
tumorales -qui présentent par définition de nombreux remaniements génétiques- 
laisse penser que les agents anti-angiogéniques seraient plus largement applicables 
que les approches antitumorales ciblées. En effet, les agents anti-angiogéniques n'ont 
pas besoin d'être adaptés aux spécificités biologiques propres à chaque tumeur.  

Les thérapeutiques ciblant la vascularisation tumorale sont actuellement 
l'objet de nombreuses études cliniques, y compris en association avec l'irradiation. De 
nombreux travaux ont suggéré que la cible de l'irradiation n'était pas seulement les 
cellules tumorales mais aussi les cellules de l'environnement péri-tumoral. En 
particulier, les travaux de Garcia-Barros et al. soulignent  l'importance de l'apoptose 
des cellules endothéliales dans la radiocurabilité de tumeurs chez l'animal (66). 
Différents modèles tumoraux ont permis de montrer que la combinaison des agents 
antiangiogéniques à l'irradiation potentialise les effets des rayonnements ionisants. 
Cependant, l'usage concomitant des agents anti-angiogéniques et de l'irradiation 
semble aller à l'encontre des données classiques sur le rôle de l'hypoxie comme 
facteur majeur de radiorésistance, puisque ces agents entraînent une baisse de la 
vascularisation tumorale et qu'on pourrait donc s'attendre à une baisse de la 
concentration tissulaire en oxygène. Cependant, des travaux ont montré que la 
pression partielle en O2 peut au contraire augmenter après l'utilisation concomitante 
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d'anti-angiogéniques et d'irradiation (67). Pour se développer les tumeurs ont besoin 
de créer de nouveaux vaisseaux, cette transition angiogénique ou "angiogenic 
switch", est sous la dépendance de facteurs de régulation à la fois positive (VEGF et 
FGF, TGFα et β) et aussi sous celle de facteurs négatifs (angiostatine, endostatine, 
thrombospondine et interféron-α) (68). Un des facteurs de croissance majeur pour la 
cellule endothéliale est le Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), facteur 
antiapoptotique pour les cellules endothéliales, sécrété par la majorité des tumeurs 
solides (69). L'expression de VEGF est induite par différents facteurs de croissance, 
notamment IGF1, IGF2, EGF et PDGF. L'hypoxie et les radiations ionisantes peuvent 
également induire l'expression de VEGF et par là-même, dans certains types de 
modèles expérimentaux et dans une certaine gamme de dose, l'irradiation peut 
paradoxalement être pro-angiogénique. Dans un grand nombre de lignées cellulaires, 
l'irradiation peut ainsi entraîner une augmentation de l'expression de VEGF, cette 
augmentation faisant partie des processus de réponse cellulaire au stress qui 
comporte aussi l'induction d'un large éventail de facteurs de croissance et de 
cytokines (70). De nombreux agents anti-angiogéniques ont été utilisés dans des 
modèles pré-cliniques en combinaison avec l'irradiation, en particulier l'angiostatine, 
les inhibiteurs du récepteur au VEGF, ainsi que des anticorps monoclonaux anti-
VEGF. Les mécanismes de radiosensibilisation proposés sont nombreux : inhibition 
de la formation de néo-vaisseaux, radiosensibilisation directe des cellules 
endothéliales par induction d'apoptose, radiosensibilisation directe des cellules 
tumorales et diminution de la fraction hypoxique (71).   
 

II-3-2. Inhibition de la prolifération tumorale 
 
La repopulation tumorale est un des facteurs régulièrement impliqués dans 

l’échec de la radiothérapie en pratique clinique (72). Les mécanismes biologiques 
responsables d’une repopulation accélérée sont encore mal connus, cependant, il est 
très probable qu’ils mettent en jeu les facteurs de croissance cellulaires (73) La voie 
de l’EGFR paraît régulièrement impliquée dans ce phénomène (74) (voir § II-4-1). Des 
données cliniques sont en faveur de cette hypothèse : dans les essais du groupe 
DAHANCA réalisés sur des cancers ORL, la surexpression d’EGFR a une valeur 
pronostique uniquement en cas de traitement incluant un repos, en split-course (75). 
Les tumeurs surexprimant EGFR pourrait par conséquent bénéficier d’un traitement 
accéléré.  
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II-3-3. Recherche d’une spécificité tumorale 
 
 La plupart des médicaments utilisés actuellement en association avec 
l’irradiation n’ont pas ou peu de spécificité pour le tissu tumoral. Même les 
thérapeutiques ciblées, dont nous allons détailler les mécanismes plus loin, peuvent 
avoir un effet radiosensibilisateur sur les tissus sains. Cet effet a pour corollaire une 
augmentation de la toxicité des schémas concomitants par rapport aux schémas 
séquentiels ou à la radiothérapie exclusive. L’utilisation de techniques de 
radiothérapie permettant de protéger au mieux les tissus sains, telles que la 
radiothérapie conformationnelle sans ou avec modulation d’intensité, doit être 
privilégiée en cas de chimiothérapie concomitante (76). 
 De nombreuses anomalies moléculaires présentes dans les cellules cancéreuses 
se situent au niveau des voies de signalisation membranaire, cytoplasmique et 
nucléaire impliquées dans la prolifération, la progression de la cellule dans le cycle 
cellulaire, l'apoptose, la différenciation, la réparation de l'ADN, l'angiogénèse et 
l'adhésion cellulaire. L'approche moléculaire de la radiobiologie a clairement mis en 
évidence que plusieurs de ces voies de signalisation sont en fait, à différents niveaux, 
directement ou indirectement impliquées dans la réponse cellulaire aux radiations 
ionisantes. Ainsi, l'activation permanente dans la cellule cancéreuse d'une voie de 
signalisation de survie impliquée dans la radioréponse conduit à une radiorésistance 
accrue et constitue une cible thérapeutique potentielle pour majorer l'efficacité de la 
radiothérapie. 
 Les essais employant des molécules dirigées contre les propriétés spécifiques 
du tissu tumoral doivent être développées. C’est en particulier le cas des molécules 
agissant préférentiellement sur les cellules hypoxiques, telle la tirapazamine. Les 
résultats des essais cliniques sont pour l’instant décevants (77). Une meilleure 
connaissance des caractéristiques tumorales pourrait permettre de choisir une 
association chimioradiothérapie optimale. 
 

II-4. Modulation des voies de signalisation 
 

La transduction du signal correspond aux différents mécanismes biochimiques 
consistant en la transmission des signaux extra et intracellulaires vers le génome en 
vue du contrôle de l’expression des gènes et de la croissance cellulaire. Ces voies de 
signalisation sont nombreuses et complexes et peuvent interagir entre elles. Elles sont 
régulées par des modifications post-traductionnelles des protéines, le plus souvent 
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par phosphorylation-déphosphorylation sous l'action de kinases et de phosphatases.  
Le rôle central de ces voies de signalisation dans la réponse à l’irradiation a été 
suggéré par la mise en évidence d’une radiorésistance des cellules possédant une 
dérégulation des voies de signalisation (dérégulation de protéines kinases et/ou 
phosphatases) (78).  

 
II-4-1. Le récepteur à l’EGF (EGFR) 

 

La famille des récepteurs EGFR comporte quatre récepteurs apparentés, EGFR 
ou HER1 (erb-B1), HER2 (erb-B2/neu), HER3 (erb-B3), et HER-4 (erbB4). Les 
effecteurs d’EGFR incluent RAS et PI3K, ce qui suggère que l’inhibition sélective des 
voies RAS ou PI3K pourrait être un moyen indirect de radiosensibiliser les tumeurs 
surexprimant EGFR. 

 

II-4-1-a. Famille des récepteurs de l’EGF ou famille HER (Human EGF Receptor) 

L'EGF (Epidermal Growth Factor) a été identifié en 1965 comme facteur 
stimulant la prolifération des cellules épithéliales (79). Son récepteur a été identifié 
une dizaine d’années plus tard (80). L’EGFR ou HER1, principal récepteur 
transmembranaire capable d’activer la voie RAS/MAPK, est une glycoprotéine de 
170 kDa appartenant à la famille HER ou ErbB. Cette famille appartient à la famille 
des récepteurs aux facteurs de croissance à activité tyrosine-kinase.  
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Figure 10 
Structure des récepteurs tyrosine kinase de la famille EGFR 
(d’après Fumoleau P., communication personnelle) 

 

L’EGFR est composé d’un domaine extracellulaire assurant la fixation avec le 
ligand, d’un domaine transmembranaire, et d’un domaine intracellulaire effecteur 
tyrosine-kinase. Il est monomérique à l’état basal (Figure 10). L’EGFR possède 
plusieurs ligands, principalement l’EGF et le TGFα (Transforming Growth Factor α), 
mais aussi l’amphiréguline, l’épiréguline, la β-celluline, le facteur de croissance lié à 
l’héparine ou HB-EGF (Heparin-Binding Epidermal Growth Factor) et les 
neurégulines (81). La famille HER comporte, en plus de l’EGFR, trois autres 
récepteurs : HER2, HER3 et HER4. Les herégulines et neurégulines se lient à HER3 et 
HER4. HER-2 ne possède pas de ligand identifié (Figure 11). La fixation du ligand 
sur le récepteur entraîne, après homo- ou hétéro-dimérisation de ce récepteur avec 
d’autres récepteurs de la famille ErbB tels qu’HER2, l’activation de ce dernier par 
phosphorylation au niveau de résidus tyrosine spécifiques situés sur son domaine 
intracellulaire. HER2 forme des hétérodimères avec les 3 autres membres de la 
famille permettant d’accroître l’affinité de liaison au ligand du récepteur et de 
diminuer le taux de dissociation ligand/récepteur. Les hétéro-dimères HER2 
amplifient également le signal à travers l’activation de son domaine kinase 
intracellulaire et par autophosphorylation réciproque (82).  
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Figure 11 
La famille des récepteurs à l’EGF (d’après Yarden et al. (81)) 
 

Les résidus phosphorylés servent de site d’amarrage pour un certain nombre 
de protéines intracellulaires contenant un domaine Src homology-2 (SH2) capable de 
reconnaître ces tyrosines phosphorylées. Ces protéines à domaine SH2 jouent donc 
un rôle central dans la transmission des signaux intracellulaires, raison pour laquelle 
on les retrouve dans la plupart des voies de signalisation : il s’agit du complexe 
Grb2/hSos qui active la protéine RAS dans la voie des RAS/MAPK et de la protéine 
PI3K (phosphatidylinositol 3 sérine/thréonine kinase) qui phosphoryle certains 
lipides membranaires ce qui aboutit au recrutement de la kinase AKT-PKB dans la 
voie PI3K/AKT.  

 

II-4-1-b. Fonctions d’EGFR 

L’activation d’EGFR, suite à la fixation de ses ligands ou après exposition à divers 
stimuli tels que les radiations ionisantes, les UV, l’hypoxie, l’hyperthermie, le stress 
oxydatif, est responsable de l’activation de plusieurs voies de signalisation 
intracellulaires situées en aval. Quatre voies majeures activées par EGFR ont été 
mises en évidence (Figure 12) : 
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- la voie RAS/RAF/MAPK, responsable de la transcription de molécules induisant la 
prolifération, la survie et une transformation maligne ; 

 - la voie PI3K/AKT, impliquée dans la croissance cellulaire, la prolifération 
tumorale, la résistance à l’apoptose et l’angiogenèse; 

- la voie Jak/STAT, entrainant une translocation nucléaire des molécules STAT, 
facteurs de transcription responsables de la division cellulaire, la mobilité tumorale, 
l’invasion, l’adhésion et la réparation de l’ADN ; 

- la voie PLCγ-DAG (phospholipase Cγ-diacylglycerol), activant la protéine kinase C 
(PKC) régulant la progression dans le cycle cellulaire, la différenciation et la mobilité. 

 

Figure 12 
Principales voies de signalisation régulées par EGFR (d’après Nyati et al. (83)) 
 

Un ligand donné va activer préférentiellement une voie donnée. Par exemple, l’EGF 
activerait préférentiellement la voie de la PLCγ, alors que le TGFα favoriserait la voie 
Jak/STAT (84, 85). 
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 Récemment ont été identifiées des voies de signalisation d’EGFR intranucléaire, 
dépendantes ou non d’un ligand (86-88). L’EGFR possède une séquence de 
localisation nucléaire dans son domaine juxta-membranaire pour la translocation 
nucléaire au travers des pores du complexe nucléaire ou par interaction avec des 
récepteurs de transport nucléaires comme les importines a/b1 et les exportines (88). 
Alors qu’EGFR n’a pas de domaines de liaison à l’ADN, il a un domaine de 
transactivation sur son extrémité C-terminale régulant la synthèse de protéines pro-
mitogéniques dont la cycline D1, iNOS, et B-Myb (86, 89). De plus, l’EGFR interagit 
avec la DNA-dependent protein kinase (DNA-PK) nucléaire, agissant ainsi sur la 
réparation des lésions de l’ADN (87). 
 L’atténuation de l’activation d’EGFR se fait par déphosphorylation de résidus 
clés et endocytose. Après endocytose, EGFR est orienté dans des endosomes précoces 
et dirigé vers les corps multivésiculaires et dans des endosomes tardifs pour 
dégradation ou recyclage (90). L’ubiquitination d’EGFR médiée par Cbl (Casitas B-
lineage lymphoma) est essentielle pour l’internalisation et la dégradation par le 
lysosome (90).Un défaut dans ce mécanisme de contrôle peut entraîner une 
augmentation du recyclage et une amplification du signal. 
 

II-4-1-c. Activation anormale d’EGFR dans les cancers 

La surexpression d’EGFR ou HER2 entraîne la transformation des cellules 
murines NIH 3T3 in vitro (91, 92). La transformation de ces cellules par EGFR est 
dépendante de la présence d’EGF exogène alors que la transformation médiée par 
HER2 est directement liée au niveau d’expression de l’oncogène. La surexpression 
d’EGFR induite par le TGFα entraîne aussi une transformation des fibroblastes Rat-1 
et NRK (93, 94). Ces données suggèrent que la surexpression d’EGFR pourrait 
induire une transformation maligne en présence de la quantité appropriée de 
ligands. De plus, le rôle d’EGFR et HER2 dans la prolifération autonome des cellules 
tumorales a été démontré par plusieurs approches (95).  L’EGFR joue notamment un 
rôle important dans la genèse de nombreux cancers dont les cancers du pancréas où 
ce récepteur est surexprimé dans 40 à 90% des cas (12, 96-100). L’activation 
oncogénique de l’EGFR dans les cancers peut se faire par plusieurs mécanismes : 

- amplification du gène de l’EGFR, fréquente dans les cancers broncho-pulmonaires, 
ORL et colo-rectaux, entrainant une surexpression des récepteurs. La surexpression 
des récepteurs aboutit à l'activation constitutive de la kinase en augmentant la 
concentration des dimères. Un autre exemple est celui d’HER2 qui est fréquemment 
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surexprimé dans les cancers du sein, de l'estomac et du poumon. L'amplification 
d’HER2 dans les cancers du sein a une valeur de pronostic (101) (81). La 
surexpression peut également résulter d’une stabilité accrue de la protéine. 

- mutations du gène de l’EGFR au niveau du domaine extracellulaire, responsables 
de la synthèse d’un récepteur anormal ayant perdu ce domaine et activé de manière 
constitutive (délétions des exons 2 à 7 du variant EGFRvIII, par exemple) ou 
mutations du domaine tyrosine-kinase intracellulaire (102, 103). Ces mutations sont 
fréquemment observées dans les cancers bronchiques. Dans le cas d’HER2, la 
mutation d'une valine en acide glutamique dans le domaine transmembranaire 
engendre l'activation du récepteur et l'acquisition d'un pouvoir oncogénique en 
favorisant probablement son oligomérisation (104). 

- activation transcriptionnelle secondaire à la production autocrine de TGFα (105). Le 
TGFα peut être sécrété par les macrophages, les lymphocytes T et les kératinocytes 
en réponse à une lésion tissulaire. Dans les cellules ayant une mutation activatrice de 
KRAS, il existe une augmentation de la production autocrine de TGFα activant EGFR 
(106). 

 

II-4-1-d. EGFR et radiosensibilité 

Les premières études ont montré que l’exposition de cellules de carcinome 
épidermoïde ORL à l’EGF produit un effet radiosensibilisateur (107, 108). Cet effet est 
probablement dû à une dégradation de l’EGFR induite par l’EGF. D’autres études 
ont montré que des anticorps monoclonaux dirigés contre l’EGFR peuvent 
augmenter le taux d’apoptose radio-induite (109). Milas et al. ont montré une 
corrélation inverse entre le niveau d’expression d’EGFR et la réponse aux radiations 
(110). La relation entre surexpression d’EGFR et mauvais pronostic a été confirmée 
sur des échantillons de carcinomes épidermoïdes ORL (111). Outre la corrélation 
entre expression d’EGFR et radiorésistance, il existe de nombreuses autres raisons 
d’étudier l’association d’inhibiteurs d’EGFR à l’irradiation. Les inhibiteurs d’EGFR 
ont le plus souvent un effet cytostatique (caractérisé par un arrêt dans la phase G1 du 
cycle cellulaire (112)), plus rarement un effet cytotoxique et radiosensibilisant. 
Cependant, un agent purement cytostatique peut augmenter significativement 
l’efficacité d’une irradiation fractionnée en diminuant la repopulation tumorale. Un 
autre intérêt de la combinaison inhibiteurs d’EGFR-radiothérapie vient de la 
constatation d’une activation d’EGFR radio-induite in vitro. Après irradiation, le 
niveau d’EGFR activé (phosphorylé) dans des cellules confluentes augmente 
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rapidement (105, 113) (114). Cet effet peut produire une prolifération cellulaire et des 
phénomènes de réparation contrebalançant les effets de l’irradiation en relation avec 
une repopulation tumorale accélérée. 

La radiosensibilisation obtenue en inhibant EGFR a souvent été rapportée à 
une augmentation du taux d’apoptose et/ou à un arrêt prolongé dans le cycle 
cellulaire (115, 116). L’inhibition de la voie PI3K/AKT joue un rôle majeur dans cette 
radiosensibilisation (117). Plus récemment, il a été montré que l’effet 
radiosensibilisateur observé est dû à une altération de la réparation des DSB radio-
induites (87, 118). En effet, les RI induisent une translocation nucléaire d’EGFR lié à 
DNA-PK entrainant une augmentation de l’activité de DNA-PK (87, 119) (Figure 13). 
Le C225 (cetuximab) inhibe cette activation radio-induite de DNA-PK ainsi que la 
translocation nucléaire d’EGFR, conduisant à une augmentation de la radiosensibilité 
(120).  

 

Figure 13 
Un modèle de la radiorésistance induite par EGFR (d’après Chen et al. (5)) 
 

De nombreuses études précliniques ont montré que les inhibiteurs d’EGFR 
pouvaient augmenter la radiosensibilité, à la fois in vitro et in vivo. Alors que la 
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majorité des études in vitro rapportaient un effet additif entre inhibiteurs d’EGFR et 
irradiation, les études in vivo sur modèles de xénogreffe ont montré que cette 
combinaison pouvait être synergique (115, 121-124). Ceci peut être expliqué par le 
fait que les inhibiteurs d’EGFR et les radiations ionisantes affectent probablement 
plusieurs voies de signalisation (116). Ces voies régulent la prolifération cellulaire et 
l’apoptose, ce qui est visible in vitro et in vivo, mais aussi l’angiogenèse et l’invasion 
tumorale, ce qui n’est visible que sur des modèles de xénogreffe (115, 122, 125, 126).  

Alors que les études précliniques avaient mis en évidence l’intérêt 
thérapeutique potentiel d’associer inhibiteur d’EGFR et irradiation, la meilleure 
validation de cette association est venue des essais cliniques chez les patients ayant 
un cancer ORL inopérable. Dans un essai de phase I, 16 patients ont reçu une 
irradiation associée à du cetuximab (127). Treize patients ont eu une réponse 
complète et deux une réponse partielle. Plus récemment, une étude de phase III 
randomisée a mis en évidence un doublement de la médiane de survie des patients 
traités pour un cancer ORL localement avancé par radiothérapie et cetuximab 
concomitant en comparaison avec la radiothérapie seule (128). Cette étude est la 
première à avoir montré un bénéfice de l’association inhibiteur d’EGFR et 
radiothérapie. 

Plusieurs questions restent cependant en suspens (83). Premièrement, est-ce 
que la manière dont est inhibé EGFR a une importance ? Les anticorps monoclonaux 
semblent donner de meilleurs résultats que les inhibiteurs de tyrosine kinase, 
cependant, ils n’ont jamais été comparés dans la même étude. Deuxièmement, y a-t-il 
un intérêt à associer plusieurs inhibiteurs d’EGFR ? Deux études précliniques 
récentes ont montré que l’association du gefitinib ou de l’erlotinib avec le cetuximab 
était plus efficace qu’une monothérapie, mais cela reste à vérifier en clinique (129, 
130). La troisième et plus importante question consiste en l’identification des patients 
susceptibles de répondre au traitement. En effet, une partie seulement des patients 
avec un cancer donné vont répondre au traitement par inhibiteur de l’EGFR. Par 
exemple, dans l’essai de Bonner et al., le niveau d’expression d’EGFR n’était pas 
prédictif de la réponse au cetuximab (131). De même, dans l’essai de phase III 
comparant gemcitabine à gemcitabine et erlotinib dans les cancers du pancréas 
avancé, la réponse n’était pas corrélée au niveau d’expression d’EGFR (132). Dans ces 
deux essais ainsi que dans de nombreux autres, la réponse au traitement est corrélée 
à l’intensité du rash cutané. 
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II-4-1-e. HER2 et radiosensibilité 

 L’oncogène HER2 est situé sur le bras court du chromosome 17. Il existe 
une corrélation significative entre l’amplification du gène HER2 ou la surexpression 
du récepteur HER2 et un mauvais pronostic dans les cancers du sein (101). HER2 est 
surexprimé dans environ 20% des cancers du sein mais aussi dans les cancers 
gastriques, ovariens, pancréatiques, pulmonaires et de la cavité buccale. Il a été 
montré que les patientes ayant un cancer du col utérin surexprimant HER2 avaient 
un taux de rechute plus élevée après radiothérapie que les autres, suggérant une 
radiorésistance des tumeurs surexprimant HER2 (133). Le mécanisme de l’activité 
antitumorale des anticorps monoclonaux ciblant un récepteur de la famille HER n’est 
pas encore complètement compris. Il semble qu’une grande part de l’effet 
antitumoral provienne d’un recrutement de cellules NK (Natural Killer) par un 
mécanisme d’ADCC (antibody-dependent cell-mediated cyotoxicity) (134). Cependant, la 
mise en évidence d’une inhibition de la phosphorylation du récepteur et une 
internalisation du récepteur induites dans les cellules tumorales par les anticorps 
monoclonaux anti-HER joue en faveur d’un signal cytostatique ou apoptotique 
transmis dans la cellule via le récepteur (135-139). Pour les anticorps anti-HER2 tels le 
trastuzumab, leur activité antitumorale n’est pas dûe à une inhibition de la fixation 
du ligand puisqu’HER2 n’a pas de ligand connu (135, 136). L’efficacité thérapeutique 
du trastuzumab dans le cancer du sein a été largement démontrée, cependant, elle est 
limitée aux patientes ayant une tumeur surexprimant HER2 (140). Trois études ont 
montré qu’une inhibition d’HER2 par le trastuzumab entraînait une 
radiosensibilisation dans les cellules surexprimant HER2 (6, 8, 141). Les mécanismes 
de celle-ci sont encore mal compris : certains évoquent une augmentation de 
l’apoptose radio-induite via une inhibition de la voie PI3K, associée à une inhibition 
de l’activation radio-induite de NF-κB (7). 

 

II-4-1-f. Inhiber EGFR et/ou HER2 

 Il existe plusieurs méthodes pour inhiber l’activité d’EGFR (Figure 14) :  
- des anticorps monoclonaux dirigés contre le domaine extracellulaire du récepteur 
peuvent être utilisés pour prévenir les liaisons avec le ligand (cetuximab, 
trastuzumab, panitunumab...). Cette approche peut ainsi moduler la signalisation, la 
dimérisation ou l’expression du récepteur au niveau de la surface cellulaire aussi 
bien que la cytotoxicité anticorps-dépendante (ADCC) ou faisant intervenir le 
complément. 
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- des petites molécules se liant au domaine tyrosine kinase peuvent inhiber 
l’autophosphorylation et l’activation des voies de signalisation d’amont. Ce sont des 
inhibiteurs de tyrosine kinase (gefitinib, erlotinib...). Ils sont souvent peu spécifiques. 
- des antagonistes des récepteurs peuvent être utilisés en bloquant de façon 
compétitive la liaison avec le ligand. 
- des ligands ou des anticorps spécifiques des récepteurs peuvent être couplés à des 
toxines létales. Après liaison avec le récepteur, la toxine est internalisée et tue la 
cellule tumorale. 
- des oligonucléotides antisens peuvent être utilisés pour inhiber l’expression du 
récepteur ou des ligands. 
- des vaccins peuvent être élaborés pour cibler le système immunitaire afin d’agresser 
les cellules tumorales exprimant des récepteurs normaux ou mutés. 

De nombreux médicaments inhibant plusieurs cibles tumorales sont actuellement en 
développement, dont le lapatinib et le BIBW 2992, inhibiteurs d’EGFR et HER2. 

 

 

Figure 14 
Les différents moyens d’inhiber EGFR (d’après Fumoleau P., communication 
personnelle) 
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II-4-2. Voie RAS/MAPK 
 

II-4-2-a. La famille RAS 

 La famille des oncogènes RAS comprend trois gènes bien caractérisés : HRAS, 
NRAF et KRAS. Les protéines issues de ces gènes ont un poids moléculaire de 21 
kDa. Elles sont localisées à la face interne de la membrane cytoplasmique, ancrées 
dans la couche phospholipidique membranaire par leur extrémité C-terminale. Les 
protéines Ras font partie de la famille des GTPases et jouent un rôle important dans 
la transmission des signaux extracellulaires provenant des récepteurs membranaires 
vers le noyau, aboutissant à la régulation de la prolifération, de la survie, de la 
différentiation, de la migration cellulaire ainsi que de l’angiogenèse. Leur activation 
est déclenchée par l’intermédiaire de récepteurs membranaires dont l’EGFR. RAS 
joue un rôle d’ « interrupteur » au sein des voies de signalisation et oscille entre deux 
états : un état inactif où elle est liée au GDP (guanine diphosphate) et un état actif où 
elle est liée au GTP (guanine triphosphate), ce qui permet transitoirement 
l’interaction de RAS avec d’autres molécules intracellulaires effectrices et l’activation 
de différentes voies de signalisation (RAS/MAPK, PI3K/Akt entre autres) (Figure 
15). L’activation de RAS survient lors du remplacement du GDP par le GTP grâce au 
complexe Shc/Grb2/SOS, l’inactivation est provoquée par l’hydrolyse du GTP en 
GDP par des protéines de régulation telles que les GAP (GTPase Activating Proteins) 
ainsi que par l’activité GTPase intrinsèque de RAS. Tous les effecteurs connus de 
RAS ont en commun une région homologue appelée RBD (RAS-binding domain) qui 
interagit avec la boucle effectrice de RAS. Les effecteurs de RAS peuvent être divisés 
en trois sous-groupes basés sur l’homologie de leur région RBD (142). Le premier 
sous-groupe comprend les protéines de la famille Raf-1 constituées des sérine-
thréonine kinases A-Raf, B-Raf, C-Raf (143). Une fois activée, Raf va phosphoryler 
MEK qui va elle-même phosphoryler ERK. Le second sous-groupe est représenté par 
la famille PI3K (phosphatidylinositol-3-OH kinase). Ces deux voies sont détaillées 
plus bas. KRAS active préférentiellement la voie MAPK alors que H-RAS induit 
plutôt l’activation de la voie PI3K/Akt (144). Le troisième sous-groupe est un 
ensemble de protéines diverses dont le RBD est aussi appelé domaine RA (RAS-
associating). Ce groupe inclut un membre de la famille des phospholipases C (PLC-
ε), tiam1 (T-cell lymphoma invasion and metastatasis) qui va activer les GTPases Rac 
et Rho, Rassf1, et RalGDS qui va activer MAPK (145). 
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Figure 15 
Voies de signalisation intracellulaies activées par Ras (d’après 
Shaw et al. (145)) 

 

II-4-2-b. Rôle de RAS dans l’oncogenèse 

KRAS est un des oncogènes les plus fréquemment activés dans les cancers 
puisqu’on estime qu’environ 20% des tumeurs humaines ont une muation activatrice 
de ce gène (145). Les tumeurs ayant une prévalence élevée de mutations de KRAS 
sont les cancers du pancréas (90%), colorectaux (40%), des voies biliaires (33%) et 
broncho-pulmonaires (18%). L’activation de la protéine RAS est liée à la présence 
d’une mutation faux-sens de KRAS qui lui confère un pouvoir oncogénique en étant 
responsable d’une accumulation de la forme active (146). Ces mutations touchent 
dans plus de 90% des cas l’acide aminé glycine des codons 12 et 13 et, plus rarement, 
l’acide aminé glutamine du codon 61 (Tableau 3). La présence de telles mutations au 
niveau tumoral est responsable d’une activation acquise de la voie RAS/MAPK en 
aval de l’EGFR et totalement indépendante de la fixation du ligand à ce dernier. Ce 
mécanisme explique la résistance des cellules tumorales coliques aux anticorps anti-
EGFR (147). Les gènes NRAS et HRAS sont beaucoup moins souvent mutés. 
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Codon Base Mutation 
Substitution 

d’acide aminé 

12 1 GGT → CGT G12R 

12 1 GGT → TGT G12C 

12 1 GGT → AGT G12S 

12 2 GGT → GCT G12A 

12 2 GGT → GTT G12V 

12 2 GGT → GAT G12D 

13 2 GGC → GAC G13D 

Tableau 3 
Mutations du gène KRAS les plus fréquentes (A : alanine, 
C : cystéine, D : aspartate, G : glycine, R : arginine, S : sérine, 
V : valine) 

 

 Une activation prolongée de RAS peut survenir dans les tumeurs en l’absence 
de mutation. Par exemple, NF1 est un gène suppresseur de tumeur qui code une 
GAP (148). La perte de NF1 entraîne une accumulation de la forme active de RAS 
dûe à une diminution de l’hydrolyse de GTP. 

 

II-4-2-c. Voie MAPK/ERK 

L’activation de la voie des MAPK, également appelée ERK (Extracellular 
signal Regulated Kinase), débute par l’activation et le recrutement à la membrane de 
la protéine Raf-1. Cette protéine sérine/thréonine kinase est responsable de 
l’activation par phosphorylation de la MAPK kinase ou MEK (MAPK/ERK kinase). 
À son tour, MEK va activer de manière hautement spécifique ERK par double 
phosphorylation, ce qui entraîne sa translocation au niveau du noyau et l’expression 
de nombreaux facteurs de transcription (c-FOS, c-MYC, c-JUN...) qui, à leur tour, 
stimulent l’expression d’un grand nombre de gènes, en particulier ceux de la cycline 
D1 et de cdk6 ayant un rôle majeur dans l’initiation de la phase G1 du cycle 
cellulaire. ERK active aussi indirectement le facteur de transcription CREB et NF-κB 
via l’inhibition d’IKK. Cette voie est aussi impliquée dans la régulation de l’apoptose 
par la phosphorylation post-transcriptionnelle de Bad, Bim, Mcm-1 et capase 9. Une 
activation anormale de cette voie entraîne une transformation tumorale. 
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Concernant les protéines de la famille Raf-1, seule B-Raf a été décrite comme 
mutée (149). Une mutation quasiment unique est observée au niveau de ce gène, 
conduisant à une substitution d’une valine en un acide glutamique au niveau du 
codon 600 (V600E). Cette mutation activatrice est responsable d’une augmentation de 
l’activité kinase de la protéine B-Raf, et il a été montré qu’elle avait des capacités 
oncogéniques dans des modèles cellulaires (150). Les tumeurs les plus fréquemment 
mutées sont les cancers de la thyroïde, les mélanomes malins (40%) et les cancers 
colorectaux (5-10%). 

 

II-4-2-d. RAS et radiosensibilité 

 Le rôle de RAS dans la radiosensibilité a été étudié dans de nombreux travaux. 
Les premières études menées sur des cellules de rongeur ont montré que les cellules 
transfectées avec le gène RAS étaient plus radiorésistantes. Les premiers résultats 
observés dans des cellules humaines étaient moins concluants. Plusieurs approches 
ont été utilisées pour inhiber l’activité ou l’expression de RAS dont l’utilisation 
d’oligonucléotides antisens, d’anticorps simple chaîne dans un adénovirus et 
d’inhibiteurs de la farnésyltransférase, permettant d’obtenir une radiosensibilisation 
(151-153).  
 Des données comparatives provenant de différents modèles cellulaires 
concluent que la présence de protéines HRAS, KRAS et NRAS mutées protège les 
cellules de l’effet toxique des radiations ionisantes en activant la voie PI3K (13, 154-
157). Dans les cellules de cancer colique HCT116 porteuses de la mutation activatrice 
KRAS D13, la radiosensibilité était liée à la signalisation par la voie ERK1/2 (158). 
D’autres études ont aussi montré que les cellules HCT116 utilisaient la voie ERK1/2 
en priorité pour se protéger des radiations ionisantes. Dans ces études, des cellules 
HCT116 isogéniques  exprimant la protéine mutée active HRAS V12 avec une 
délétion de l’expression de KRAS D13 utilisaient préférentiellement la voie PI3K 
(159-161). Ceci suggère que les différents membres de la famille RAS, HRAS et 
KRAS, peuvent générer des signaux de radioprotection qualitativement différents en 
activant différentes voies de signalisation. L’inhibition de l’activité de PI3K par le 
LY294002 ou la wortmannine radiosensibilise les cellules tumorales exprimant une 
mutation de RAS sans affecter les cellules RAS wild type (13, 162). L’inhibition de la 
voie Raf/MEK/MAPK donne des résultats contradictoires.  
 Récemment, l’hypothèse a été faite que la radiorésistance des cellules KRAS 
mutées était plutôt le résultat de l’activation constitutive de la boucle de sécrétion 
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autocrine du TGFα et stimulation d’EGFR (106, 163). 
Par conséquent, l’identification des voies de signalisation activées par RAS et 

induisant une réponse altérée des cellules tumorales à l’irradiation est d’un intérêt 
majeur, ces voies pouvant être les cibles potentielles de manipulations visant à 
accroître la radiosensibilité tumorale.  

 
 

II-4-3. Voie PI3K/AKT 
 

L’autre grande voie de signalisation intracellulaire pouvant être activée par l’EGFR 
est la voie PI3K/AKT. La Phosphoinositide-3 Kinase (PI3K) peut interagir 
directement avec des récepteurs tyrosine kinase (EGFR par exemple), indirectement 
via des adaptateurs (IGF1 receptor et IRS1 par exemple) ou encore par 
l’intermédiaire de RAS. Son activation entraîne une activation de la 3-
phosphoinositide-dependant protein kinase 1 (PDK1) qui, elle-même, provoque la 
phosphorylation d’AKT. Cette activation d’AKT est responsable de l’activation de 
différentes protéines ayant un rôle dans la régulation du cycle cellulaire (MDM2, 
GSK3), de l’apoptose (MDM2, mTOR, IKK, FKHR, BAD) et de la traduction (mTOR) 
(Figure 16). L’activation d’AKT est régulée négativement par la phosphatase PTEN. Il 
existe un lien étroit entre les voies RAS/MAPK et PI3K/Akt par l’intermédiaire de 
RAS. Les connexions qui existent entre ces deux voies sont en fait probablement 
beaucoup plus complexes faisant intervenir la voie de la PLC-γ, la voie STAT et la 
voie Src/FAK.  
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Figure 16 
La voie PI3K/AKT (d’après Cortot et al. (164)) 
 

II-4-3-a. PI3 kinases 

La PI3K est une enzyme lipidique hétérodimérique composée d’une sous-
unité catalytique et d’une sous-unité régulatrice/adaptatrice. Il en existe huit formes 
chez l’homme, réparties en trois grandes classes (I, II et III) selon l’homologie de 
séquence et la préférence de substrat. Trois enzymes peuvent servir de sous-unité 
catalytique dans les PI3 kinases de classe I (sous-groupe Ia) : p110a, p110b et p110d. 
Les deux premières sont des isoformes ubiquitaires, la troisième est particulièrement 
exprimée dans les leucocytes. La sous-unité régulatrice/adaptatrice est représentée 
par l’enzyme p85. L’association de ces deux sous-unités forme un complexe 
hétérodimérique.  

Après l’activation induite par un ligand de récepteurs spécifiques, PI3K peut 
être activée par deux mécanismes. Premièrement, un résidu tyrosine phosphorylé sur 
le récepteur sert de site d’attache pour la sous-unité régulatrice p85. Ceci entraîne le 
recrutement de la sous-unité catalytique de PI3K, p110. L’autre possibilité est 
l’activation par le récepteur du complexe Shc/Grb2/SOS qui va activer RAS. RAS est 
ensuite capable d’induire la translocation membranaire et l’activation de l’unité 
catalytique p110 de PI3K (165).  
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Une des principales fonctions de la PI3K est de phosphoryler le domaine D3 
des phospho-inositols membranaires, ce qui aboutit à la formation de lipides tels que 
le PI3-phosphate (PI3P), le PI3,4-biphosphate (PI(3,4)P2) et le PI3,4,5-triphosphate 
(PI(3,4,5)P3). Ces lipides prennent part à de nombreux processus intracellulaires dont 
la prolifération cellulaire, la survie, la réorganisation du cytosquelette, le trafic 
membranaire, l’adhésion cellulaire, la mobilité cellulaire et l’angiogenèse (166). 
PI(3,4,5)P3 est le principal lipide produit in vivo. Deux phosphatases différentes sont 
capables de le dégrader : les phosphatases à domaine SH2, SHIP1 et SHIP2, et la 
phosphatase PTEN (phosphatase and tensin homologue gene). La perte de PTEN est 
une anomalie retrouvée dans certains syndromes congénitaux bénins (maladies de 
Cowden, de Bannayan-Zonana...) ainsi que dans de nombreuses tumeurs solides 
(sein, mélanome, prostate, rein, ovaire, endomètre), soulignant le rôle de la voie PI3K 
dans la cancérogenèse (167). PTEN est actuellement considéré comme le second gène 
suppresseur de tumeur le plus souvent muté après p53. 

Le gène PI3KCA codant la sous-unité catalytique p110 peut être altéré dans les 
cancers par mutation ou amplification. Les cancers du sein et de l’endomètre sont 
ceux dans lesquels on retrouve le plus fréquemment des mutations de PI3KCA (20-
26%) suivis par les cancers du colon et ORL (12-15%) . Les protéines p110 mutées ont 
une activité enzymatique augmentée puisqu’elles sont capables d’activer AKT en 
l’absence de tout facteur de croissance et ont un pouvoir oncogénique in vitro (168). 
On trouve aussi des mutations dans le gène codant p85 dans certains cancers du 
colon et de l’ovaire. 

 

II-4-3-b. Kinases AKT 

Les kinases AKT (appelées aussi PKB ou Protein Kinase B) sont des 
sérine/thréonine kinases présentant une homologie avec l’oncogène v-Akt transduit 
par AKT8, un rétrovirus aigu transformant chez la souris. Il en existe trois types 
(AKT1, 2 et 3), chacun codé par un gène différent. Leur expression est variable selon 
les tissus : AKT2 est plus abondante dans les tissus sensibles à l’insuline (169). 
L’expression d’AKT1 et 3 ne peut compenser la perte d’AKT2. Les domaines kinase 
des différentes isoformes ont une grande homologie (environ 85%). 

Par la phosphorylation de divers substrats, AKT régule quatre processus 
biologiques : la survie cellulaire, la progression dans le cycle cellulaire, la croissance 
et le métabolisme cellulaire (145). La GSK3 (glycogen synthase kinase 3) est inhibée 
par phosphorylation par AKT entraînant une perte de sa fonction de contrôle de la 
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transcription de nombreuses protéines régulant le cycle cellulaire (C-Myc, cycline D1, 
cycline E) ou la différenciation cellulaire (c-Jun, β-caténine, GLI, Notch, Snail). En 
inhibant GSK3, AKT augmenterait la transcription de ces différentes protéines. AKT 
contrôle la progression dans le cycle cellulaire par phosphorylation directe de Chk1 
ou de MDM2. AKT contrôle également la survie cellulaire en inhibant la protéine 
pro-apoptotique BAD et en activant la voie IKK/NF-κB. AKT active la protéine 
kinase mTOR. Les autres substrats d’AKT sont eNOS (endothelial Nitric Oxyde 
Synthase), FKHR et les protéines FOXO (170). Par ailleurs, AKT intervient dans la 
réparation des lésions créées par les agents génotoxiques en activant DNA-PK par 
l’intermédiaire de la formation d’un complexe entre la forme activée d’AKT et la 
protéine chaperonne HSP90 (171). L’inhibition de l’activité d’AKT dans les cellules 
A549 KRASm par l’API-59-CJ-OH permet d’observer une radiosensibilisation en 
rapport avec une diminution de la réparation des CDB (172). 

Les effets oncogéniques des différentes formes d’AKT ne peuvent pas être 
distingués (173). Récemment a été décrite une mutation dans le domaine PH 
(Pleckstrin Homology) d’AKT1 induisant une activation d’AKT1 (174). La prévalence 
de cette mutation E17K est basse (1% dans les cancers pulmonaires, 2% dans les 
cancers colo-rectaux, 7% dans les carcinomes lobulaires du sein). Une amplification 
ou mutation d’AKT2 a été rarement décrite dans le cancer du colon. 

 
II-4-3-c. PI3K/AKT et radiosensibilité 

Le rôle de PI3K dans la réponse aux radiations ionisantes a été évoqué 
précédemment. L’inhibition de l’activité de la voie PI3K radiosensibilise les tumeurs 
porteuses d’une mutation de RAS ou ayant une protéine RAS activée par des 
récepteurs aux facteurs de croissance (155, 157, 175). Il est possible que les inhibiteurs 
de PI3K agissent aussi sur la radiosensibilité en inhibant la fonction de protéines 
ayant des domaines kinases proches comme ATM, ATR et DNA-PK. L’expression 
d’une protéine PI3K p110 constitutivement active est capable de partiellement 
compenser l’expression de protéines HRAS mutées pour la radioprotection des 
cellules (176). Dans les lignées cellulaires où PI3K contrôle la radiosensibilité, 
l’inhibition d’ERK1/2 ne modifie pas significativement la réponse aux radiations 
ionisantes.  

Dans la lignée de cancer prostatique LNCap, l’inhibiteur de PI3K LY294002 
augmente le taux d’apoptose radio-induite et la réponse à l’irradiation (177). Cette 
radiosensibilisation est médiée par AKT. Pour toutes ces raisons, les médiateurs 
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d’amont des PI3K, responsables d’une altération de la radiosensibilité médiée par 
RAS ou par d’autres effecteurs, constituent un domaine de recherche très actif. 
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III. La leucémie myéloïde chronique 
 

III-1. Généralités cliniques 
 
III-1-1. Épidémiologie 

 
La leucémie myéloïde chronique (LMC) est peu fréquente ; on dénombre 

environs 600 nouveaux cas par an en France, et 5 000 à 7 000 cas aux Etats-Unis, soit 
une incidence annuelle de 1 à 2 cas pour 100 000 individus. La LMC représente 15% 
de l’ensemble des leucémies, mais moins de 5% des leucémies de l’enfant. 
L’incidence n’a pas varié depuis les 50 dernières années. La LMC affecte plus les 
hommes que les femmes, le sexe ratio étant de 1,3-2,2 pour 1. L’age médian au 
diagnostic est de 45-55 ans à 67 ans selon les cohortes. 
  
 

III-1-2. Étiologie 
 

La cause de la LMC est inconnue. La leucémogénèse de la LMC comprend 
plusieurs étapes qui sont l’initiation, la promotion et la phase de progression de la 
maladie. La première étape représente l’acquisition par une cellule hématopoïétique 
pluripotente d’une anomalie génétique, la translocation équilibrée entre les 
chromosomes 9 et 22 (chromosome Philadelphie). Cette translocation confère un 
avantage de prolifération et le clone leucémique remplace alors progressivement les 
cellules hématopoïétiques normales. Cependant on ne sait pas ce qui déclenche cette 
première étape, et il n’a été retrouvé jusqu’à présent aucun lien avec une exposition à 
des agents chimiques ou infectieux. 

Il n’existe pas d’argument pour évoquer des facteurs génétiques ou 
héréditaires : l’incidence de la LMC n’est pas accrue chez les jumeaux monozygotes, 
ni chez les parents des sujets atteints de la LMC. Toutefois, l’incidence de la LMC est 
supérieure chez les sujets survivants après la bombe atomique et après exposition 
nucléaire. 
 

III-1-3. Diagnostic 
 

III-1-3-a. Diagnostic clinique 
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La LMC évolue en trois phases : la phase chronique initiale, la phase 

d’accélération qui est inconstante, puis la phase de transformation blastique. 
Environs 85% des nouveaux cas sont diagnostiqués chez des sujets en phase 
chronique et 80% des patients évoluent vers la phase d’accélération avant de 
développer la phase blastique de la maladie.  

La présentation clinique de la maladie a changé au cours du temps avec la 
pratique de bilans physique et biologique systématiques. Ainsi, l’incidence des 
présentations asymptomatiques de la LMC en phase chronique a augmenté de 15% à 
plus de 40%, tandis que celle des formes agressives a diminué. 

Les symptômes révélateurs sont le plus souvent liés à l’anémie et à la 
splénomégalie : on retrouve l’asthénie, la dyspnée d’effort, les douleurs abdominales 
et la sensation de pesanteur au niveau du flanc gauche. L’altération de l’état général 
avec perte de poids, anorexie et fièvre au long cours est moins fréquente. L’examen 
clinique révèle la présence d’une splénomégalie dans 40 à 60% des cas et d’une 
hépatomégalie dans 10 à 20% des cas, constituant le syndrome tumoral classique 
dans la LMC.  

 
III-1-3-b. Diagnostic cytologique 

• Le frottis sanguin 
La LMC se caractérise par une hyperleucocytose composée de polynucléaires 

neutrophiles. Environs 50 à 70% des patients se présentent au diagnostic avec un 
taux de leucocytes supérieur à 100. 109/l. Il s’y associe toujours une myélémie ainsi 
qu’une éventuelle augmentation du taux de polynucléaires basophiles et 
éosinophiles. Une anémie s’observe dans 20% des cas (hémoglobine <10 g/dl) et une 
thrombocytose dans 30 à 50% des cas, fréquemment associée à une thrombopathie.  
 

• Le frottis médullaire 
L’aspiration médullaire est nécessaire pour faire le diagnostic cytologique de la 

LMC et préciser le stade de la maladie. L’examen du frottis médullaire montre une 
moelle riche, avec une hyperplasie de la lignée granuleuse, représentant souvent plus 
de 80% de l’ensemble des cellules.  La lignée érythroïde est donc hypoplasique et les 
mégacaryocytes sont le plus souvent de petite taille et nombreux. La lignée 
granuleuse présente tous les stades de différenciation et il n’existe pas de signe de 
dysplasie myéloïde. Le taux de cellules blastiques définit le stade de la maladie : un 
taux de blastes inférieur à 5%  définit le stade chronique, un taux supérieur à 20% le 
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stade blastique. La présence d’une infiltration blastique extra-médullaire constitue 
également une phase blastique de la maladie. La transformation aigue est de 
phénotype myéloïde dans la moitié des cas, lymphoïde B dans 25% des cas et 
indifférenciée pour le reste. Il est fréquent que des marqueurs myéloïdes soient 
présents dans une transformation aigue lymphoïde. 
 
III-1-3-c. Les examens cytogénétiques et de biologie moléculaire 

La réalisation d’un caryotype médullaire permet de confirmer le diagnostic de 
LMC en mettant en évidence le chromosome Philadelphie ou un de ses variants. Il 
peut également retrouver des anomalies chromosomiques additionnelles d’emblée. 

La PCR quantitative (RQ-PCR) pour Bcr-Abl est indispensable avant tout 
traitement car elle a une valeur pronostique forte et permet de suivre l’évolution de 
la maladie sous traitement. De même, la détection de transcrits rares autres que b2a2 
et b3a2 est importante sur le plan pronostique.  

L’examen par hybridation in situ fluorescente (FISH) au moyen de sonde 
spécifique de Bcr-Abl est utile si le caryotype ne met pas en évidence de chromosome 
Philadelphie alors que le tableau clinique est évocateur de LMC, ou qu’il y a un échec 
du caryotype médullaire. 
 

III-1-4. Principes du traitement 
 

Le choix du traitement de la LMC repose sur l’âge du patient et le stade de la 
maladie. Le traitement a pour objectif l’obtention d’une rémission hématologique 
complète et surtout l’éradication, si possible complète des cellules porteuses du 
chromosome Philadelphie. La réponse cytogénétique s’évalue grâce au caryotype 
médullaire à la recherche du chromosome Philadelphie, et la rémission moléculaire 
grâce à la RQ-PCR qui permet une évaluation quantitative du transcrit de fusion Bcr-
Abl. L’obtention d’une rémission cytogénétique durable est associée à un taux de 
survie supérieur. 
 

Les possibilités thérapeutiques ont beaucoup évolué au cours du temps. 
L’allogreffe de cellules hématopoïétiques demeure le seul traitement curatif reconnu 
chez les patients en première phase chronique et pour qui il existe un donneur HLA-
compatible. La mise au point de nouvelles techniques de greffe cherche à diminuer la 
toxicité des procédures afin d’élargir l’indication aux sujets de plus de 50 ans. Les 
traitements médicamenteux sont représentés par l’interféron-α associé à l’aracytine et 
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l’imatinib (STI571 ou Glivec®). La grande efficacité et la toxicité limitée de l’imatinib 
a modifié la décision thérapeutique, même si son pouvoir curatif à long terme est 
compromis par l'apparition de formes de résistance. 
 

Le traitement des phases accelérée et blastique ne permet pas d’aussi bons 
résultats que lorsque la maladie est prise en charge à sa phase chronique. Le 
traitement de la phase blastique vise à obtenir une seconde phase chronique, voire 
une rémission hématologique afin de réaliser une allogreffe de cellules 
hématopoïétiques, seul traitement possiblement curateur. Cependant, la réponse à la 
polychimiothérapie est modérée, variant de 20 à 60% selon le type myéloïde ou 
lymphoïde de la transformation. L’imatinib représente la seule alternative 
thérapeutique, avec là aussi des résultats moins bons que dans la phase chronique de 
la LMC. Des essais cliniques sont en cours afin d’évaluer l’association de l’imatinib 
aux polychimiothérapies. 
 
D’autres agents thérapeutiques sont en cours d’évaluation, en particulier en 
association avec l’imatinib dans les phases avancées de la maladie ou  dans le cas 
d’une résistance à l’imatinib. Il s’agit de la forme pégylée de l’interféron-α, de 
l’homoharringtonine, un alcaloïde semi-synthétique, de la décitabine, un inhibiteur 
de l’ADN méthyltransférase, des inhibiteurs de la farnésyl transférase. 
 

 

III-2. c-Abl 
 

III-2-1. Structure 

 
Le gène ABL, homologue de l'oncogène v-Abl présent dans le génome du 

rétrovirus leucémogène murin (virus d'Abelson), est situé sur le bras long du 
chromosome 9 (9q34) et s'étend sur 230 kb. Il code c-Abl, une protéine de 145 kDa de 
distribution ubiquitaire, ayant une activité tyrosine kinase, appartenant à la famille 
des tyrosines kinases Src. Il existe deux isoformes différentes de c-Abl, Abl1a et 
Abl1b, en raison d’un épissage alternatif du premier exon. Elles ne diffèrent que par 
leur extrémité N-terminale, Abl1a étant myristoylée alors qu’Abl1b ne l’est pas (178).  
 

c-Abl est constituée d’une extrémité N-terminale en boucle, nécessaire à son 
auto-inhibition, suivie d’un domaine SH3 (impliqué dans les interactions protéine-
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protéine), d’un domaine SH2 et d’un site à activité tyrosine kinase SH1 (179). 
L’extrémité C-terminale comporte des séquences riches en proline, susceptibles 
d'interagir avec d'autres protéines à domaine SH3, trois séquences  de localisation 
nucléaire (Nuclear Localization Signal, NLS), une séquence de localisation 
cytoplasmique (Nuclear Export Signal, NES), un domaine de liaison à l'ADN et un 
domaine de liaison à l'actine (180) (Figure 17). La protéine c-Abl est de localisation 
ubiquitaire. Elle est localisée majoritairement dans le noyau sauf dans les cellules 
sanguines et les neurones où elle prédomine dans le cytoplasme. Elle jouerait des 
rôles différents selon le compartiment, nucléaire ou cytoplasmique, où elle se trouve. 
La localisation de c-Abl est contrôlée par les séquences NLS et NES. Un passage d’un 
compartiment à l’autre serait possible sous l’influence de signaux environnementaux 
(181). 

 
Figure 17 
Structure de c-Abl (d’après Hantschel et al. (182)) 

 
III-2-2. Fonctions 

 
c-Abl est impliquée dans la modulation de nombreuses voies de signalisation, 

dans la réponse au stress génotoxique, dans la régulation du cycle cellulaire et dans 
l’apoptose. Dans une cellule normale, c-Abl est inactive grâce à un phénomène 
d’autoinhibition (179, 182). c-Abl est activée par les agents génotoxiques : RI, 
cisplatine, mitomycine... Elle est phosphorylée et activée par ATM lors de 
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l’irradiation au niveau de la Ser 465 ou par l’intermédiaire de DNA-PKcs (183). 
L’activation de c-Abl se fait préférentiellement au niveau nucléaire. 
 

Les fonctions de c-Abl seraient différentes selon sa localisation, nucléaire ou 
cytoplasmique (Figure 18). Au niveau nucléaire, c-Abl joue un rôle dans : 
- La recombinaison homologue (RH), qui permet une réparation fidèle des cassures 
double-brin via le contrôle de l'activité de RAD51 permettant l’échange inter-brin de 
matériel génétique (184). RAD51 est une protéine nucléaire et cytoplasmique de 37 
kDa jouant un rôle majeur dans la réparation par RH puisqu’elle permet au brin 
endommagé de se coupler au brin intact d’une chromatide sœur pour former un 
hétéroduplex (185). L’ADN polymérase peut alors synthétiser les bases manquantes 
en se servant du brin intact comme matrice (186). RAD51 est activée par 
phosphorylation par ATM et c-Abl (184, 187).  

 
Figure 18 
Fonctions nucléaires de c-Abl (d’après 
Van Etten (178)) 

- La suture non homologue (NHEJ) : 
BRCA1 et c-Abl forment un complexe : 
BRCA1 se lie spécifiquement à la partie 
N-terminale de c-Abl (SH3) et c-Abl se lie 
spécifiquement à la région C-terminale 
de BRCA1 avec une région riche en 
proline (PXXP). Le complexe BRCA1-c-
Abl est dissocié transitoirement après 
irradiation de manière ATM-dépendante. 
En effet, ATM phosphoryle BRCA1 ce 
qui entraîne la dissociation du complexe 
et l’activation de c-Abl (188). 
- La régulation du cycle cellulaire : dans 
les cellules en phase G1, c-Abl forme un 
complexe avec la protéine du 
rétinoblastome, Rb. La phosphorylation 
de Rb par la cycline D-cdk4/6 à la 
transition G1-S entraîne une dissociation 
du complexe Rb-c-Abl avec une 
activation de c-Abl, l’action inhibitrice de 
Rb ayant été levée. c-Abl 

jouerait alors un rôle dans la transcription pendant la phase S notamment par 
l’intermédiaire de deux facteurs de transcription, CREB et E2F-132 (189). 
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- La régulation de l’apoptose : les cellules déficientes en c-Abl ont un défaut 
d’apoptose radio-induite (190). Les bases  moléculaires du rôle pro-apoptotique de c-
Abl sont encore mal comprises. Il a été supposé que c-Abl agissait directement sur 
p53. Cependant, il a été montré que c-Abl induisait l’apoptose indépendamment du 
statut de p53 (wild type ou muté). De plus, p53 n’est pas phosphorylée par c-Abl 
(191). Par contre, p73, membre de la famille de p53, semble jouer un rôle important. 
p73 induit l’apoptose dans un grand nombre de lignées cellulaires (192). p73 peut 
être activée par c-Abl et induire l’apoptose même en l’absence de p53 (193). Après 
irradiation, p73 est transloquée du cytoplasme à la matrice nucléaire de manière c-
Abl-dépendante (191). Une surexpression de p73 associée à la présence de c-Abl est 
suffisante pour induire l’apoptose dans des fibroblastes. Contrairement à p53, p73 est 
phosphorylée après irradiation (194). p73 contient un motif PXXP riche en proline 
qui interagit avec le domaine SH3 de c-Abl. c-Abl phosphoryle p73 (195). De plus, il a 
été montré que p73 est un substrat direct de c-Abl à la fois in vitro et in vivo (192). 
 
Au niveau du cytoplasme, c-Abl est associée à l’actine du cytosquelette grâce à sa 
partie C-terminale et jouerait un rôle dans l’adhésion cellulaire (178). 
 

III-3. Bcr 
 
III-3-1. Structure 

 
Le gène BCR, identifié à partir du chromosome Ph, est situé sur le bras long du 
chromosome 22 et s'étend sur 135 kb. Il code une protéine de 160 kDa de distribution 
ubiquitaire. Plusieurs motifs structuraux sont identifiés (Figure 19) : 
- le premier exon à l’extrémité N-terminale code pour une sérine/thréonine kinase 
dont le seul substrat identifié est Bap-1, membre de la famille des protéines 14-3-3 
(196), 
- un domaine "coiled-coil" dans la région N-terminale permet à Bcr de se dimériser 
(197), 
- le centre de la molécule contient une région homologue de Rho-GEF (Rho 
guanidine nucléotide exchange factors), avec des domaines dbl-like et pleckstrin 
homologue (PH) capables de stimuler les échanges de GTP en GDP, et d’activer des 
facteurs de transcription tels que NF-κB, 
- l’extrémité C-terminale possède une activité GTPase pour Rac, une GTPase de la 
superfamille de RAS.  
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Il existe également plusieurs sites de phosphorylation, en particulier la tyrosine 177 
qui lie GRB2, une molécule adaptatrice intervenant dans la voie de signalisation RAS. 

 
Figure 19 
Structure de BCR (d’après Deininger et al. (198)) 

 
III-3-2. Fonctions 
 
Le rôle de Bcr n’est pas complètement élucidé : elle interviendrait dans la 

transduction du signal, voire dans le cycle cellulaire.  
Les souris BCR-/- sont viables mais développent un choc septique après exposition 
aux lipopolysaccharides, conséquence de la dérégulation des mécanismes de réponse 
au stress oxydatif. Les souris BCR+/- sont normales, suggérant que la perte d’un allèle 
BCR n’influence pas le cours de la LMC (199). 

 
III-4. Le gène de fusion Bcr-Abl 
 
III-4-1. Structure 

 

 

Figure 20 

Structure d’Abl et de Bcr-Abl (d’après Hantschel et al. (182)) 
 

Bcr-Abl est une protéine chimérique résultant de la fusion des gènes BCR et 
ABL lors de la translocation des chromosomes 9 et 22 donnant naissance au 
chromosome Philadelphie (Ph) (Figure 20). Découvert en 1960 par Nowell et 
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Hungerford, le chromosome Ph est présent dans la presque totalité des leucémies 
myéloïdes chroniques (LMC) et dans 15% des leucémies aiguës lymphoblastiques 
(LAL) (200). Le chromosome Ph constitue le premier marqueur spécifique d’un 
processus tumoral identifié. Les circonstances de survenue d'un tel accident 
moléculaire restent incomprises. La cassure peut survenir au niveau du gène ABL 
n’importe où dans une large région entre sa partie N-terminale et les exons IA et IB 
(201). Pour BCR, la cassure survient à un des trois points appelés « breakpoint cluster 
region » (Mbcr, mbcr et µbcr). Selon le point de cassure, le gène de fusion codera 
pour une protéine de poids moléculaire différent. Majoritairement, Bcr-Abl est une 
protéine de 210 kDa, cependant il existe des variants de 190 kDa et 230 kDa fonction 
du point de cassure (198). Bcr-Abl est uniquement cytoplasmique et constitutivement 
activée. La présence du domaine “coiled-coil” de Bcr à la partie N-terminale provoque 
la dimérisation de Bcr-Abl et son activation par autophosphorylation (Figure 21) 
(178). 

 
Figure 21 
Mécanismes de régulation de Bcr-Abl (d’après Van 
Etten (202) 

 
III-4-2. Fonctions 

 
II-4-2-a. Dérégulation de l’activité tyrosine kinase de Abl  
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L’activité tyrosine kinase de Abl est étroitement régulée dans les conditions 
physiologiques, et le domaine SH3 joue un rôle inhibiteur central par l’interaction 
avec diverses protéines (Abi –1 et Abi-2 : Abl interactor proteins 1 et 2, Pag/Msp) ou 
par modification conformationnelle de Abl, inhibant alors la liaison avec son 
substrat. Ces données sont concordantes avec l’observation de l’activité tyrosine 
kinase de la protéine Abl hautement purifiée, témoignant que son inhibition 
constitutive résulte d’un mécanisme « trans ». Il est probable que la fusion de la 
séquence 5’ de Bcr au domaine SH3 de Abl annule l’inhibition physiologique de la 
kinase. Le mécanisme en cause pourrait être la formation d’homodimère (178). En 
effet, le domaine de dimérisation N-terminal est une caractéristique essentielle de la 
protéine Bcr-Abl. L’expression de Bcr-Abl augmente la prolifération en réponse aux 
facteurs de croissance, augmente la survie indépendamment des facteurs de 
croissance et réduit l’adhésion cellulaire. 
 
 
II-4-2-b. Les substrats de Bcr-Abl 

Beaucoup de substrats peuvent être phosphorylés par Bcr-Abl. Il existe par 
ailleurs un taux élevé de la forme phosphorylée de Bcr-Abl par le biais de l’auto-
phosphorylation, ce qui a pour conséquence de favoriser la liaison au domaine SH2 
des protéines. Les substrats de Bcr-Abl peuvent être classés selon leur rôle 
physiologique, les protéines adaptatrices telles que Crkl et p62, les protéines 
intervenant dans l’organisation du cytosquelette et la membrane cytoplasmique, 
telles que la paxilline et la taline et les protéines ayant une activité catalytique, 
comme la tyrosine kinase Fes et la phosphatase Syp. Le choix des substrats se fait en 
fonction du contexte cellulaire. Ainsi, Crkl est la principale protéine phosphorylée 
dans les polynucléaires neutrophiles et la p62 est phosphorylée dans les précurseurs 
myéloïdes précoces. 
 
II-4-2-c. Les voies de signalisation activées 

Bcr-Abl active de nombreuses voies de signalisation rendant la cellule 
indépendante de son environnement et induisant une transformation maligne (198) 
(Figure 22) : 

- une prolifération en l’absence de facteur de croissance par l’activation de la 
voie RAS via GRB2, de la voie JNK et de STAT5 ; 
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une protection par rapport à l’apoptose par activation d’AKT via PI3K, 
inhibant Bad, facteur pro-apoptotique ; elle possède par ailleurs une activité 
régulatrice sur Bcl-2 et Bcl-XL, facteurs anti-apoptotiques ; 

- un potentiel invasif et de dissémination métastatique par altération des 
propriétés d’adhésion de la cellule via Crkl (203). 

La protéine Bcr-Abl active également la dégradation par ubiquitination de certaines 
protéines. Elle induit la dégradation par le protéasome d’inhibiteurs de cdk, comme 
p27, favorisant la progression dans le cycle cellulaire. 
STAT5 est un facteur de transcription de 90 kDa, c’est un substrat très important de 
Bcr-Abl qui se transloque au niveau nucléaire après phosphorylation et dimérisation 
(204). Il contribuerait à la transformation maligne des cellules Bcr-Abl notamment en 
activant la transcription de Bcl-XL (205). 
 

 
Figure 22 
Mécanismes de transformation maligne par Bcr-Abl (d’après Deininger et al. 
(198)) 

 
De plus, la présence de Bcr-Abl rend la cellule résistante aux traitements 
génotoxiques, chimiothérapie et radiothérapie, essentiellement par activation de la 
réparation par recombinaison homologue (augmentation de l’activité de RAD51), par 
allongement de l’arrêt du cycle cellulaire en G2-M donnant plus de temps à la cellule 
pour réparer les lésions, et par activation de Bcl-XL (206) (Figure 23). 
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Figure 23 
Mécanismes de résistance au stress génotoxique dans les cellules Bcr-Abl (d’après 
Skorski (206)) 

 
Bcr-Abl augmente l’expression de RAD51 par augmentation de sa transcription via 
STAT5 (Signal Transducer and Activator of Transcription 5), et diminution de sa 
dégradation par inhibition de son clivage par la caspase-3 (207). L’activation de 
RAD51 par Bcr-Abl par phosphorylation du résidu Tyr315 induirait une majoration 
de la réparation des lésions et par conséquent une résistance aux agents 
génotoxiques, dont les radiations ionisantes (208, 209). 
 

 
III-5. Influence de Bcr-Abl sur la radiosensibilité 

 
 Plusieurs arguments suggèrent que Bcr-Abl pourrait influencer la 
radiosensibilité :  
- la protéine de fusion p210 Bcr-Abl entraîne une délocalisation de c-abl dans le 
cytoplasme qui est susceptible de modifier la compétition entre c-abl et Ku pour la 
fixation sur la protéine DNA- PKcs (protéine nucléaire) et pourrait ainsi modifier 
profondément la capacité de réparation des CDB et par conséquent la radiosensibilité 
des cellules exprimant Bcr-Abl. 
- Bcr-Abl peut activer la voie PI3K et pourrait ainsi par ce mécanisme influencer la 
radiosensibilité. En effet, les gènes ATM et DNA-PKcs qui jouent un rôle clé dans la 
réparation des CDB et la radiosensibilité appartiennent à la famille des PI-3 kinases. 
Il a été établi que l’expression de la protéine p210 Bcr-Abl entraîne une résistance 
majeure à l’apoptose induite par certains agents tels que l’étoposide. 
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- Bcr-Abl agit sur la réparation des lésions de l’ADN en diminuant l’expression de 
DNA-PKcs via une dégradation par le protéasome, ce qui entraîne une majoration de 
la radiosensibilité (210).  
 

III-6. Le STI571 (imatinib ou Glivec®) 
 

 III-6-1. Mode d’action 
 
 L’imatinib agit par compétition au niveau du site de fixation de l’ATP. En 
bloquant la liaison de l’ATP à son site, il empêche le transfert des phosphates et par 
conséquent la transduction de signaux énergétiques nécessaires à la prolifération 
cellulaire (Figure 24). Il est actif sur la forme non phosphorylée de c-Abl, la 
maintenant en conformation inactive. L’IC50 est égal à 35 nM pour c-Abl, 25 nM pour 
Bcr-Abl (211, 212). 
 

 
Figure 24 
Mode d’action du STI571 
(A) La tyrosine kinase Bcr-Abl constitutivement activée 
fonctionne en transférant des phosphates de l’ATP sur des 
résidus tyrosine de différents substrats. (B) Le STI571 bloque la 
liaison de l’ATP au site tyrosine kinase de Bcr-Abl, inhibant 
ainsi l’activité de la kinase (d’après Mauro et al. (3)) 

 
 

III-6-2. Indications et résultats 
 



Introduction  

 78 

Jusqu’aux années 80, le seul traitement curatif de la LMC était la greffe de 
moëlle allogénique. Puis l’interféron-α et la cytarabine ont offert une alternative 
thérapeutique chez les patients ne pouvant être greffés. Le Glivec® (STI571) est 
apparu à la fin des années 1990. Dans cette indication, le STI571 a d’abord été testé en 
phase I chez les patients résistants à l’interféron-α (213). Au vu de sa bonne tolérance 
et d’un taux de réponse élevé (54%), il a ensuite été étudié lors d’une étude de phase 
II dans la même population de patients permettant d’obtenir 60% de réponses 
cytogénétiques majeures et 95% de réponses hématologiques complètes (214). Une 
étude de phase III a donc très rapidement démarré, comparant le STI571 au 
traitement de référence, soit l’association interféron-α et cytarabine (215). Dans le 
groupe de patients traités par STI571, on observait à 18 mois 87,1% de réponses 
cytogénétiques majeures et 76,2% de réponses cytogénétiques complètes, versus 
34,7% et 14,5% respectivement  avec l’interféron-α et la cytarabine (p<0,001). Grâce à 
ces résultats, l’imatinib a obtenu dès décembre 2002 une autorisation de mise sur le 
marché à la dose de 400 mg/j par voie orale. 
 

Le STI571 s’est également montré efficace dans le traitement des tumeurs 
stromales gastro-intestinales (GIST) surexprimant c-kit (216, 217). 
 

III-6-3. Mécanismes de résistance 
 
Le taux de résistance au STI571 est estimé à 2 ans à 10% dans la phase 

chronique, 40-50% dans la phase accélérée et 80% dans la phase blastique (218). Les 
mécanismes de cette résistance sont multiples : surexpression de Bcr-Abl avec 
amplification de l’oncogène BCR-ABL, mutations au niveau du site  de liaison à 
l’ATP, augmentation de l'efflux de la drogue liée à la surexpression de l’α1 
glycoprotéine acide (219). 

Une des approches thérapeutiques pour vaincre ces résistances à l’imatinib est 
d’augmenter la posologie du médicament, en particulier s’il s’agit d’une résistance 
par hyperexpression de Bcr-Abl ou par amplification de Bcr-Abl. Certaines mutations 
sont également sensibles à cette stratégie, d’autres non, telles que les mutations de la 
région dite boucle P (P loop) (acides aminés 248 à 256) et le site de l’acide aminé 
thréonine 315, qui sont donc importantes à identifier. 
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IV – L’adénocarcinome du pancréas 
 

IV-1. Généralités cliniques 
 
III-1-1. Épidémiologie 
 
On estime qu’environ 7700 nouveaux cancers du pancréas exocrine ont été 

diagnostiqués en France en 2009 (220). Ce cancer est plus fréquent chez l’homme 
avec un sex ratio de 1,6. Les taux d’incidence en 2005 étaient de 7,7 pour 100 000 
habitants chez l’homme et 4,7 pour 100 000 chez la femme (221). Ils sont en 
augmentation depuis deux décennies, de manière plus nette chez la femme (+ 3,8% 
par an) que chez l’homme (+ 2% par an). Le risque de développer un cancer du 
pancréas est faible jusqu’à 50 ans (moins de 5 % des cas) puis augmente avec un pic 
de fréquence entre  65 et 75 ans. C’est la 5ème cause de décès par cancer avec 8623 
décès observés en 2007 en France (5,3% des décès par cancer). Le taux de mortalité 
est stable chez l’homme et en légère augmentation chez la femme.  

Les facteurs de risque du cancer du pancréas sont assez mal connus. 
L’exposition aux amines aromatiques est associée à une augmentation du risque de 
cancer du pancréas. Le facteur de risque le mieux connu est le tabagisme par le biais 
des amines aromatiques contenues dans la fumée de cigarette. De nombreuses 
études prospectives ont montré une association entre le tabagisme et le cancer du 
pancréas, confirmant ce qui avait été mis en évidence dans des études animales et 
sur des séries autopsiques. Des études cas-témoins ont observé un risque relatif de 
cancer du pancréas de 1,3 à 5,5 chez les fumeurs (222). Il existe aussi probablement 
une augmentation du risque de cancer du pancréas chez certaines catégories de 
travailleurs exposés aux amines aromatiques, dans l’industrie chimique et 
pétrochimique. L’association entre alimentation riche en viandes et poissons cuits et 
cancer du pancréas peut être expliquée par les propriétés mutagènes et carcinogènes 
des amines aromatiques hétérocycliques formées lors de la cuisson par pyrolyse. Par 
contre, la consommation de fruits et de légumes a un effet protecteur vis-à-vis du 
cancer du pancréas probablement grâce aux effets anti-oxydants de la vitamine C 
qu’ils contiennent. Les rôles du café et de l’alcool ont été longtemps controversés, ils 
semblent aujourd’hui écartés.  

Dans 5 à 10 % des cas, on retrouve chez les patients une histoire familiale de 
cancer pancréatique (223). Schématiquement, on distingue les cancers s’intégrant 
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dans un syndrome génétique déterminé et ceux, plus fréquents, survenant dans un 
contexte d’agrégation familiale non syndromique. Dans le premier groupe, on trouve 
des affections à expression phénotypique variée : syndromes des cancers du sein et 
de l’ovaire familiaux (mutation du gène BRCA2), mélanome familial multiple 
(CDKN2A/p16), syndrome de Peutz-Jeghers (STK11/LKB1), pancréatite chronique 
héréditaire (PRSS1), syndrome de Lynch (MLH1, MSH2, MSH3) ou encore syndrome 
de Li-Fraumeni (TP53). Dans le second groupe, les cancers surviennent par 
agrégation dans certaines familles. Le ratio d’incidence standardisé varie de 5  à  30 
selon le nombre d’apparentés atteints. La recherche d’une mutation germinale est 
actuellement souvent négative, sauf dans les familles comportant de nombreux cas. 
Ainsi, lorsqu’il existe trois apparentés atteints ou plus, la probabilité de trouver une 
mutation germinale du gène BRCA2 est de l’ordre de 15 %. En pratique, on considère 
que la survenue d’un cancer chez au moins deux apparentés au premier degré doit 
faire évoquer une susceptibilité familiale. 
La majorité des cancers du pancréas sont des adénocarcinomes canalaires. 

 
III-1-2. Diagnostic 

 
III-1-2-a. Diagnostic clinique et biologique  

Cliniquement, le cancer du pancréas est longtemps asymptomatique. Le 
diagnostic est, par conséquent, porté le plus souvent tardivement. De plus, le 
pancréas est un organe profond, peu accessible à l’examen clinique. Les premiers 
signes cliniques de la maladie sont aspécifiques : altération de l’état général avec 
asthénie, anorexie et amaigrissement. Un ictère peut apparaître précocement dans les 
cancers de la tête du pancréas. Il est secondaire à la compression de la voie biliaire 
principale par la tumeur. Il peut être associé à un prurit mais de manière inconstante. 
Dans les cancers du corps et de la queue du pancréas, l’ictère est tardif, le plus 
souvent en rapport avec des métastases hépatiques ou une compression des voies 
biliaires par des adénopathies. Dans ces mêmes tumeurs, la douleur est le signe 
d’appel le plus fréquent, elle est classiquement épigastrique, transfixiante, due à 
l’envahissement du plexus coeliaque par la tumeur. La tumeur est rarement 
palpable.  

Plus tardivement, des vomissements par compression duodénale, une diarrhée 
avec stéatorrhée, une ascite en rapport avec une carcinose péritonéale peuvent 
survenir. 
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Biologiquement, une cholestase non spécifique peut être observée avec 
élévation de la bilirubine conjuguée, des phosphatases alcalines et de la gamma-
glutamyltranspeptidase (γGT). Une élévation du dosage sérique du CA19-9 est 
observée chez plus de 80% des patients. Cependant, sa spécificité est faible et elle 
n’a pas de valeur diagnostique. Le dosage de l’ACE est peu sensible dans 
l’adénocarcinome pancréatique. 

 

III-1-2-b. Imagerie 
• L’échographie abdominale reste l’examen de première intention en cas de 

suspicion de cancer du pancréas. Elle peut mettre en évidence une tumeur 
solide, hypoéchogène, déformant plus ou moins les contours du pancréas 
mais cet organe est difficile à visualiser du fait de fréquentes interpositions 
gazeuses et chez les sujets corpulents. Elle évalue correctement l’extension 
tumorale dans seulement 43% des cas. Ce sont le plus souvent des signes 
indirects qui orientent le diagnostic : dilatation de la voie biliaire principale, 
des voies biliaires intrahépatiques, grosse vésicule biliaire, dilatation du canal 
de Wirsung, voire métastases hépatiques ou présence d’ascite. De plus, 
l’échographie abdominale est un  examen peu sensible pour les tumeurs de 
moins de 2 cm de diamètre. 

 
• La tomodensitométrie abdominale avec injection de produit de contraste est 

l’examen de référence dans le bilan du cancer du pancréas. Elle montre une 
tumeur hypovascularisée ou du moins une augmentation de volume localisée 
à une région du pancréas avec une sensibilité de 70 à 80%. Elle permet de 
rechercher une infiltration péri-pancréatique, un envahissement des organes 
de voisinage, la présence d’adénopathies en particulier inter-aortico-caves, de 
métastases hépatiques et d’ascite. Elle permet aussi d’évaluer l’envahissement 
vasculaire, élément clé pour établir la résécabilité de la tumeur avec une 
efficacité diagnostique de 70 à 80%, l’efficacité diagnostique étant définie par 
la somme des vrais positifs (VN) et des vrais négatifs (VN) divisée par la 
somme des VP, des faux positifs (FN), des VN et des faux négatifs (FN). 

 
• L’échoendoscopie est l’examen le plus sensible pour le diagnostic et le bilan 

d’extension, en particulier pour les tumeurs céphaliques de moins de 3 cm. 
Son efficacité diagnostique est de 75 à 95% pour l’évaluation de la taille 
tumorale et de l’extension locale. Elle permet d’apprécier les rapports de la 
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masse avec les axes vasculaires, notamment les vaisseaux  mésentériques 
supérieurs, avec une sensibilité de 80%. Elle évalue l’extension ganglionnaire 
avec une sensiblité variant entre 45 et 70% et une spécificité de près de 80%. Il 
s’agit de l’examen le plus informatif mais il est opérateur-dépendant. 

 
III-1-2-c. Diagnostic histologique 

Il doit impérativement être obtenu avant de commencer le traitement. En effet, 
une tumeur neuro-endocrine pancréatique ne se traite pas de la même façon qu’un 
adénocarcinome et n’a pas le même pronostic. En cas de tumeur résécable, le 
diagnostic histologique est obtenu après l’examen anatomopathologique de la pièce 
opératoire ou par une biopsie chirurgicale réalisée pendant l’intervention. Dans le cas 
contraire, une ponction de la tumeur échoguidée (sous échographie ou lors d’une 
échoendoscopie) ou sous scanner permet de confirmer le diagnostic. 

Dans près de 95% des cas, les cancers du pancréas se développent aux 
dépends du pancréas exocrine. Le cancer du pancréas exocrine est un 
adénocarcinome ductulaire dans 90% des cas. Les autres formes sont plus rares : 
adénocarcinome à cellules géantes, carcinome épidermoïde, cystadénocarcinome 
mucineux, carcinome intra-ductulaire mucineux, adénocarcinome acinaire. La 
localisation la plus fréquente est la tête du pancréas (60 à 70% des cas) puis plus 
rarement le corps (10 à 15% des cas) et la queue (5 à 10% des cas) et parfois 
l’ensemble de la glande (10 à 20% des cas). 
 

III-1-3. Principes du traitement 
 

Le pronostic du cancer du pancréas est très sombre avec des taux de survie à 5 
ans de 1 à 4% tous stades confondus (10). Devant une suspicion de tumeur maligne 
pancréatique, la première question qui se pose est celle de sa résécabilité chirurgicale. 
En effet, de la réponse à cette question dépend à la fois la stratégie thérapeutique et le 
pronostic. 

Environ  20% des patients ont une tumeur résécable au moment du diagnostic 
du fait d’un diagnostic souvent tardif. Dans 30% des cas, la maladie est trop étendue 
avec un envahissement vasculaire la rendant non résécable, sans être pour autant 
métastatique. De plus, l’adénocarcinome pancréatique est très lymphophile et 
métastase précocement au niveau des relais ganglionnaires régionaux, du foie et du 
péritoine. Dans plus de 50% des cas, les patients présentent une maladie 
métastatique au moment du diagnostic. En pratique clinique, la stratégie 
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thérapeutique repose plus sur le caractère résécable/localement 
avancé/métastatique de la tumeur que sur la classification internationale TNM. 
 
III-1-3-a. Cancers du pancréas résécables : traitement adjuvant 

Le seul traitement potentiellement curatif d’un cancer du pancréas est 
l’exérèse chirurgicale, le plus souvent par duodénopancréatectomie céphalique 
(DPC) pour les tumeurs de la tête du pancréas ou par splénopancréatectomie gauche, 
pour les tumeurs de la queue. Celle-ci est réalisable chez 20% des patients au 
moment du diagnostic. Parmi les patients opérés, 80% vont rechuter, localement ou à 
distance, avec un taux de survie de moins de 20% à 5 ans. Les années 1980 ont vu 
l’apparition des premières associations chimioradiothérapies. Le premier essai 
randomisé mené à la fin des années 70 aux Etats-Unis par le Gastrointestinal Tumor 
Study Group (GITSG) comparait chez 43 patients une exérèse chirurgicale seule ou 
suivie d’une CRT avec du 5-fluorouracile (5-FU) en bolus (224). La survie globale et 
le taux de survie à 2 ans étaient significativement supérieurs dans le bras CRT (20 
mois vs 11 mois et 43% vs 18%, respectivement ; p=0,005). L’essai de l’European 
Organization for Research and Treatment of Cancer (EORTC) n’est pas venu 
confirmer le bénéfice de l’association CRT adjuvante (225). Cet essai comparait chez 
218 patients ayant eu une DPC le même schéma de CRT adjuvante à une 
surveillance. Le taux de survie globale à 2 ans était identique dans les deux bras (51% 
dans le bras CRT contre 41% ; p=0,2). Alors que les Etats-Unis ont admis comme 
traitement standard une CRT post-opératoire, les résultats de l’essai de l’EORTC 
n’ont pas permis de considérer ce traitement adjuvant comme un standard en 
Europe. L’essai ESPAC-1 comparait chez 289 patients après chirurgie une 
surveillance à une CRT ou une chimiothérapie (226). La CRT était une radiothérapie 
en split-course (irradiation par séries de deux semaines espacées de deux semaines) 
associée à du 5-FU bolus, identique à celle du bras expérimental de l’essai du GITSG. 
La chimiothérapie adjuvante était composée de 6 cycles de 5-FU bolus et acide 
folinique (FUFOL selon le schéma de la Mayo Clinic). L’analyse des résultats 
concluait à une survie moins bonne chez les patients ayant reçu une CRT en 
comparaison avec ceux n’en ayant pas reçu (15,9 mois versus 17,9 mois ; p= 0,05). Par 
contre, les patients ayant reçu une chimiothérapie avaient une survie 
significativement plus longue que ceux n’en ayant pas reçu (20,1 mois versus 15,5 
mois ; p= 0,009). Il est possible que l’absence de critère de qualité de la radiothérapie 
dans cet essai ait entraîné des irradiations de grand volume potentiellement toxiques, 
d’autant plus que la dose initialement prévue de 40 Gy pouvait être augmentée à 60 
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Gy à la discrétion des investigateurs. Plus récemment, une méta-analyse sur données 
publiées a montré qu’il existait un bénéfice de la CRT adjuvante pour le sous-groupe 
des patients ayant eu une résection incomplète (R1) (227).  
Par ailleurs, l’étude allemande de phase III CONKO-1 a montré un allongement de la 
survie sans récidive (13,4 mois vs 6,9 mois, p<0,001) chez les malades traités par 
gemcitabine pendant 6 mois par rapport à ceux n’ayant pas de traitement adjuvant 
(228). Un effet bénéfique était rapporté quel que soit le statut des marges de 
résection, R0 ou R1. Un gain significatif en terme de survie globale a été rapporté en 
2008 lors de la réactualisation des résultats de cette étude (22,8 mois dans le bras 
gemcitabine versus 20,2 mois dans le bras contrôle, p = 0,005). L’essai ESPAC-3 a 
comparé chez 1088 patient une chimiothérapie adjuvante par FUFOL pendant 6 mois  
à six cycles de gemcitabine administrée selon le schéma de Burris (229). La survie 
globale était identique dans les deux bras (23 mois dans le bras FUFOL versus 23,6 
mois dans le bras gemcitabine, p = 0,39). La médiane de survie sans progression était 
aussi identique dans les deux bras. La tolérance était meilleure dans le bras 
gemcitabine. Très récemment ont été communiqués les résultats d’un essai de phase 
II randomisé mené par l’EORTC, la FFCD et le GERCOR ayant comparé après 
exérèse chirurgicale chez des patients R0 une chimiothérapie par 4 cycles de 
gemcitabine à deux cycles de gemcitabine suivis d’une chimioradiothérapie avec 
gemcitabine concomitante (230). La survie sans progression et la survie globale 
étaient identiques dans les deux bras. Un essai de phase III de plus grande envergure 
serait nécessaire pour conclure sur le rôle de la chimioradiothérapie en situation 
adjuvante. En l’état actuel des connaissances, en cas de marge positive (résection R1), 
peut se discuter après 3 à 6 mois de chimiothérapie une association 
chimioradiothérapie. 
 
III-1-3-b. Cancers du pancréas résécables : traitement néoadjuvant 

Plusieurs arguments théoriques viennent plaider en faveur de la réalisation 
d’un traitement néoadjuvant :  
- la possibilité de délivrer la totalité du schéma thérapeutique à une plus grande 
proportion de patients. En effet, on estime qu’environ 20% à 30% des patients opérés 
ne peuvent pas avoir un traitement adjuvant, en raison de la survenue de 
complications post-opératoires et du délai nécessaire pour retrouver un état général 
compatible avec ce type de traitement ; 
- la possibilité d’une réévaluation préopératoire permettant d’épargner une chirurgie 
lourde aux patients présentant une progression rapide de la maladie ; 
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- la fréquence de l’envahissement des marges, suggérant que la chirurgie seule n’est 
pas suffisante pour assurer un contrôle local ; 
- une meilleure radiosensibilité tumorale, l’irradiation survenant sur des tissus non 
disséqués et donc mieux oxygénés. 

Ces trois dernières années, les résultats de plusieurs essais de phase II de 
chimioradiothérapie néoadjuvante ont été publiés. En France, l’essai FFCD-SFRO 97-
04 portant sur 41 patients ayant reçu un traitement néoadjuvant (irradiation à la dose 
de 50 Gy avec 5-FU et cisplatine concomitant) a montré la faisabilité de ce protocole : 
90% des patients avaient reçu une dose d’irradiation d’au moins 46 Gy et 73% des 
patients avaient reçu au moins 75% de la dose totale de chimiothérapie (231). Vingt-
six patients (63%) ont eu une exérèse chirurgicale à visée curative avec un taux de 
réponse histologique majeure de 50% et une réponse complète.  

La gemcitabine ayant d’une part montré sa supériorité par rapport au 5-FU 
pour les tumeurs avancés et d’autre part fait la preuve d’un fort pouvoir 
radiosensibilisant, il était logique de l’associer à la radiothérapie pré-opératoire. Une 
équipe du M. D. Anderson Cancer Center a inclus 86 patients dans un essai de phase II 
associant une chimiothérapie par gemcitabine à la dose de 400 mg/m2 à une 
radiothérapie pré-opératoire à la dose de 30 Gy en 10 fractions de 3 Gy (232). 
Cinquante-trois pourcent des patients ont été hospitalisés en cours de CRT pour 
toxicité. Parmi les 86 patients inclus, 74 ont été jugés opérables lors du bilan 
d’évaluation 4 à 6 semaines après la fin de la CRT. Soixante-quatre patients (74%) ont 
finalement pu avoir une duodénopancréatectomie. Parmi les patients opérés, 11% 
avaient des marges envahies (R1) et 38% un envahissement ganglionnaire. Le taux de 
complications post-opératoires sévères était de 9% avec un décès lié à un lâchage de 
sutures. La survie médiane des 64 patients réséqués était de 34 mois avec un taux de 
survie à 5 ans de 36%. Le taux de rechute locale était de 11%. 

Étant donné le taux élevé de rechute à distance dans cet essai, la même équipe 
du M. D. Anderson Cancer Center a ajouté au schéma précédemment décrit une 
chimiothérapie par gemcitabine et cisplatine avant la CRT afin d’essayer d’agir plus 
efficacement sur une potentielle maladie micro-métastatique (233). Cet essai de phase 
II a inclus 90 patients. Cinquante-un pourcent des patients ont été hospitalisés en 
cours de CRT pour toxicité. Soixante-dix-neuf patients ont reçu le traitement complet. 
Parmi ces 79 patients, 52 (66%) ont eu une duodénopancréatectomie. Parmi les 
patients opérés, 4% avaient des marges envahies (R1) et 58% un envahissement 
ganglionnaire. Le taux de complications post-opératoires sévères était de 9,6%. La 
survie médiane des 52 patients réséqués était de 31 mois alors qu’elle était de 10,5 
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mois pour les patients non opérés. Le taux de rechute locale était de 25%. L’ajout 
d’une chimiothérapie première à la CRT néoadjuvante ne semble pas améliorer la 
survie des patients. Ces différents résultats sont prometteurs, la CRT néoadjuvante 
permettant d’obtenir une survie prolongée chez les patients opérés. L’étape suivante 
consiste peut-être en l’identification précoce des patients présentant une maladie 
micrométastatique d’emblée pour lesquels chirurgie et CRT sont inutiles. Tant que la 
CRT néoadjuvante n’a pas été comparée à la chimiothérapie adjuvante dans un essai 
randomisé, celle-ci doit se faire uniquement dans le cadre d’essai thérapeutique. 
 
III-1-3-c. Cancers du pancréas localement avancés 

Pour les cancers du pancréas localement avancés, c’est-à-dire non résécables et 
non métastatiques (stade III), il n’y a pas de standard thérapeutique (234). Deux 
options sont utilisées, la chimiothérapie par gemcitabine et la CRT. Deux méta-
analyses récentes sur données publiées ont conclu à l’absence de supériorité de la 
CRT par rapport à la CT (29, 35). Plus récemment, chimiothérapie et CRT ont été 
comparées dans un essai de phase III mené par la Fédération Française de 
Cancérologie Digestive (FFCD) et la Société Française d’Oncologie Radiothérapique 
(SFRO) (235). Cet essai a comparé la survie de 119 patients traités soit par 
chimiothérapie seule (gemcitabine telle que dans le schéma de Burris), soit par CRT 
de 60 Gy avec 5-FU et cisplatine. Dans les 2 bras, la chimiothérapie de maintien était 
de la gemcitabine jusqu’à progression ou toxicité inacceptable. La survie médiane 
était plus courte dans le bras CRT (8,6 mois versus 13 mois, p=0,03). Le taux de 
toxicité de grade 3-4 était plus élevé dans le bras CRT, que ce soit pendant la phase 
initiale de traitement (36% versus 22%) ou pendant la chimiothérapie d’entretien 
(32% versus 18%). Ce taux de toxicité élevée est probablement dû au schéma de CRT 
utilisé avec une dose élevée (60 Gy alors que la dose recommandée est de 50 à 54 Gy) 
et une chimiothérapie concomitante par 5-FU et cisplatine, moins bien tolérée que le 
5-FU en monothérapie. Dans le même temps, l’Eastern Cooperative Oncology Group 
(ECOG) menait un essai de phase III presque similaire (236). Une chimiothérapie par 
7 cycles de gemcitabine seule (1000 mg/m2 J1, J8, J15) était comparée à une CRT de 
50,4 Gy avec gemcitabine concomitante (600 mg/m2/sem) suivie de 5 cycles de 
gemcitabine seule. Plus de 300 patients devaient être inclus or l’essai a été clos après 
74 inclusions en raison de la lenteur des inclusions. Le taux de réponse objective était 
de 2,7% dans le bras chimio versus 8,8% dans le bras CRT. La survie médiane était 
plus longue dans le bras CRT (11 mois versus 9,2 mois, p=0,022).  Le taux de toxicité 
de garde 4 était beaucoup plus élevé dans le bras CRT (41,2% versus 5,7%, p<0,001). 
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Même si le nombre de patients inclus dans cet essai est peu important, ses résultats 
viennent contredire ceux de l’essai de Chauffert et al.  
Plutôt que de continuer à opposer chimiothérapie et CRT, plusieurs équipes ont 
développé une stratégie thérapeutique consistant à associer chimiothérapie et CRT 
avec une médiane de survie de 12 à 17 mois (237, 238). En effet, quel que soit le mode 
de traitement utilisé, environ 30% des patients présentent une progression tumorale 
durant les trois premiers mois de traitement. Une chimiothérapie première pourrait 
donc permettre de sélectionner les patients pouvant potentiellement bénéficier 
ensuite d’une CRT. L’essai de phase III LAP07 mené par le GERCOR, la FFCD et la 
FNCLCC vient de débuter pour confirmer cette hypothèse. Dans cet essai 
international sont inclus des patients avec un cancer du pancréas localement avancé. 
Pendant les quatre premiers mois de traitement, ils reçoivent une chimiothérapie 
d’induction par gemcitabine associée ou non avec de l’erlotinib. Les patients ayant 
une tumeur contrôlée après cette première phase de traitement sont ensuite 
randomisés entre poursuite de la chimiothérapie pour deux cycles ou CRT 
(radiothérapie conformationnelle à la dose de 54 Gy avec chimiothérapie 
concomitante par capécitabine). Les patients ayant été randomisés initialement dans 
le bras gemcitabine-erlotinib reçoivent ensuite un traitement d’entretien par erlotinib 
jusqu’à progression. 
 
III-1-3-d. Cancers du pancréas métastatiques 

L’adénocarcinome pancréatique est relativement peu chimiosensible. Jusqu’au 
milieu des années 1990, la chimiothérapie de référence était le 5FU avec pourtant un 
taux de réponse très faible. Puis Burris et al. ont comparé, dans une étude de phase 
III, un traitement par 5FU à la dose de 600 mg/m2 en perfusion courte une fois par 
semaine à un traitement par gemcitabine à la dose de 1 000 mg/m2 en perfusion de 
30 minutes, selon un schéma hebdomadaire (7 semaines sur 8, puis 3 semaines sur 4) 
(239). Cent vingt-six patients ont été inclus dans cette étude, 75 % étaient 
métastatiques. Il a été observé un bénéfice clinique dans 4,8 % des cas après 5FU 
versus 23,8 % des cas après gemcitabine (p = 0,0022), avec une survie globale de 4,41 
versus 5,65 mois (p = 0,0025). La tolérance du traitement par gemcitabine était bonne. 
Suite à cette étude, la gemcitabine est devenue la chimiothérapie de référence dans le 
cancer du pancréas grâce au bénéfice clinique apporté aux patients, et ce malgré des 
taux de réponse assez faibles. 
 

Auteur Traitement N LA/M RO SSP SG p 
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(%) (%) (mois) (mois) 
Gemcitabine et 5-FU / capécitabine 
Berlin  Gem 

Gem / 5-FU bolus 
163 
164 

10/90 5,6 
6,9 

2,2 
3,4 

5,4 
6,7 

0,09 

Riess Gem 
Gem / 5-FU p.c. / AF 

238 
235 

23/77   6,2 
5,8 

0,7 

Herrmann  Gem 
Gem / capécitabine 

319 21/79 7,9 
10,1 

4 
4,8 

7,3 
8,4 

0,3 

Cunningham Gem 
Gem / capécitabine 

266 
267 

30/70 12,4 
19,1 

3,8 
5,3 

6,2 
7,1 

0,08 

Gemcitabine et sels de platine 

Colucci  Gem 
Gem / cisplatine 

54 
53 

20/80 9,2 
26,4 

2 
4,6 

4,6 
6,9 

0,4 

Heinemann  Gem 
Gem / cisplatine 

95 
95 

20/80 8,2 
10,2 

3,1 
5,3 

6 
7,5 

0,15 

Louvet  Gem 
Gem FDR / Oxali 

156 
157 

30/70 
32/68 

17,3 
26,8 

3,7 
5,8 

7,1 
9 

0,1 

Poplin Gem 
Gem FDR 
Gem FDR / Oxali 

279 
277 
276 

88/12 5 
10 
9 

- 
- 
- 

4,9 
6 

5,9 

 
0,05 
0,16 

Gemcitabine et autes cytotoxiques 

Rocha Lima Gem 
Gem / irinotecan 

169 
173 

13/81 
15/82 

4,4 
16,1 

3 
3,5 

6,6 
6,3 

0,8 

Stathopoulos Gem 
Gem / irinotecan 

74 
71 

14/86 
22/78 

10 
15 

2,9 
2,8 

6,5 
6,4 

0,97 

O’Reilly Gem 
Gem / exatecan 

174 
175 

- 6,3 
8,2 

3,8 
3,7 

6,2 
6,7 

0,5 

Richards Gem 
Gem / pemetrexed 

282 
283 

9/91 
10/90 

9,1 
18,3 

3,3 
3,9 

6,3 
6,2 

0,85 

Gemcitabine et thérapies ciblées 

Bramhall Gem 
Gem / marimastat 

239 - 16 
11 

- 
- 

5,5 
5,5 

0,9 

Van Cutsem Gem 
Gem / tipifarnib 

347 
341 

24/76 
23/77 

8 
6 

3,6 
3,7 

5,9 
6,3 

0,75 

Moore Gem 
Gem / erlotinib 

284 
285 

25/75 
24/76 

8 
8,6 

3,55 
3,75 

5,9 
6,4 

0,025 

Philip Gem 
Gem / cetuximab 

369 
366 

21/79 7 
7 

3 
3,5 

6 
6,5 

0,14 

Kindler Gem 
Gem / bevacizumab 

300 
302 

16/84 
15/85 

11,3 
13,1 

4,3 
4,8 

6 
5,7 

0,8 

Vervenne Gem / erlotinib 
Gem / erlotinib / beva 

301 
306 

- 8,6 
13,5 

3,6 
4,6 

6 
7,1 

0,2 

Tableau 4 
Résumé des essais de phase III de polychimiothérapie contenant de la gemcitabine dans 
le cancer du pancréas avancé 
(abréviations : N, nombre de patients ; LA, maladie localement avancée; M, maladie 
métastatique; RO, taux de réponse objective; SSP, médiane de survie sans progression ; SG, 
médiane de survie globale; Gem, gemcitabine ; 5-FU, 5-fluorouracile ; pc : perfusion 
continue; FDR, fixed-dose rate) 
 

Afin d’améliorer ceux-ci, la gemcitabine a ensuite été testée en association avec 
de nombreuses autres molécules cytotoxiques. Les résultats des principaux essais de 
phase III sont résumés dans le tableau 4. Parmi l’ensemble des essais randomisés 
réalisés ces quinze dernières années, un seul est positif. Cet essai en double aveugle a 
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randomisé 569 patients entre gemcitabine selon le schéma de Burris et erlotinib 
versus placebo (132). L’erlotinib est un inhibiteur réversible du domaine tyrosine-
kinase de l’EGFR. Dans cet essai, il existait une différence significative en termes de 
survie globale en faveur du bras avec erlotinib (8,6 versus 8 mois, p = 0,025). La 
durée médiane de survie sans progression était aussi allongée dans le bras 
gemcitabine-erlotinib (3,75 versus 3,55 mois, p = 0,003). Cependant, ces résultats sont 
très discutés du fait du faible gain en survie (moins de 1 mois) amené par 
l’adjonction de l’erlotinib. Dans cet essai, il n’a pas été mis en évidence de lien entre 
la surexpression d’EGFR ou le statut KRAS et la survie. 

L’amélioration de l’efficacité de la chimiothérapie dans les cancers du 
pancréas est indissociable d’une meilleure compréhension des mécanismes de 
chimiorésistance tumorale. 
 
 

IV-2. Caractéristiques biologiques 
 
Le développement, la croissance et le potentiel métastatique des cancers du 

pancréas sont sous l’influence de multiples altérations génétiques incluant 
l’inactivation de gènes suppresseurs du tumeur et l’activation d’oncogènes. Les 
adénocarcinomes pancréatiques présentent des mutations fréquentes des gènes 
KRAS, TP53, CDKN2A (appelé aussi p16 ou p16INK4A) et SMAD4 (appelé aussi 
DPC4) (240). La relation entre phénotype et génotype est encore mal comprise car il y 
a peu d’études ayant porté sur l’effet direct de ces mutations sur le comportement 
cellulaire. Par exemple, il n’y aurait pas de corrélation entre le statut de KRAS, TP53, 
CDKN2A/p16 et SMAD4/DPC4 avec le grade de différenciation ou le 
comportement biologique des lignées cellulaires pancréatiques. Cependant, il 
semblerait que le potentiel métastatique soit associé in vivo au statut de TP53, 
suggérant que génotype et phénotype seraient reliés (241). 

L’ensemble des mutations décrites dans le cancer du pancréas est présentée 
dans le Tableau 5. 

 
 

 Fréquence de mutation ou 
expression anormale (%) 

KRAS 98 
CDKN2A/p16 98 
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Télomérase 95 
Mésothéline 90-100 
VEGF 93 
MUC1 90 
COX-2 67-90 
EGFR 42-95 
Sonic hedgehog 70 
Notch3 69-74 
RelA (NF-κB p65) 67 
IGF1R 64 
TP53 50 
mTOR 50-55 
SMAD4/DPC4 48-55 
HER2 10-42 
AKT2 10-20 
Tableau 5 
Fréquence des mutations dans les cancers du 
pancréas (d’après Danovi et al. (242)) 

 
 
IV-2-1. KRAS 
 
Les mutations de KRAS sont très fréquentes dans les cancers du pancréas, 

présentes dans presque toutes les tumeurs primitives et survenant précocément dans 
la progression de la maladie (243). La survenue de mutations au niveau des codons 
12, 13 ou 61 inhibe l’activité GTPase de RAS, conduisant à une protéine RAS 
oncogénique constitutivement activée. Loukopolos et al. ont étudié directement les 
quatre mutations les plus fréquentes sur dix lignées cellulaires de cancer du pancréas 
(241). Les mutations étaient retrouvées au niveau de la seconde base du codon 12 
dans huit des lignées. Pour les deux autres lignées, l’une contenait une mutation au 
niveau du codon 61 et l’autre était wild type (BxPC3).  

 
IV-2-2. TP53 

 
 Les mutations du gène suppresseur de tumeur TP53 sont très fréquentes dans 
les cancers dont les cancers du pancréas où elles sont retrouvées dans environ 50% 
des cas. Elles surviennent tardivement dans la progression de la maladie (11). Elles 
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sont plus fréquentes dans les lignées cellulaires (95%) qu’en clinique. La lignée 
Capan-2 est la seule lignée pancréatique p53 wild type. 
 

IV-2-3. CDKN2A/p16 
 

 L’inactivation du gène suppresseur de tumeur CDKN2A/p16 surviendrait 
précocément dans l’oncogenèse pancréatique car elle est observée dans environ 40% 
des néoplasies pancréatiques intra-épithéliales (244, 245). La voie p16 est 
interrompue dans près de 98% des cancers du pancréas par mutation, délétion 
homozygote ou méthylation anormale. Lors d’une étude de 25 tumeurs primitives 
du pancréas, 80% d’entre elles présentaient une mutation ou une inactivation de p16 
(246). La cause la plus fréquente d’inactivation de p16 serait une aberration dans la 
méthylation du promoteur, dans environ 50% des cas. 
 TP53 et p16 jouent tous les deux un rôle important dans le contrôle du passage 
de la phase G1 à la phase S du cycle cellulaire et du maintien de l’intégrité du 
génôme lors d’un dommage de l’ADN. La fréquence élevée de perte de fonction de 
p53 et p16 souligne l’importance de l’abrogation du checkpoint entre G1 et S dans la 
progression des cancers du pancréas. 
 

IV-2-4. SMAD4/DPC4 
 

 SMAD4/DPC4 est membre de la famille du TGFβ. C’est aussi un gène 
suppresseur de tumeur qui est inactivé dans 48 à 55% des cancers du pancréas (247). 
La perte de fonction de SMAD4 survient tardivement dans l’oncogenèse 
pancréatique. 
 

IV-2-5. Autres anomalies 
 

IV-2-5-a. EGFR 
Une surexpression d’EGFR est rapportée dans 42 à 95% des cancers 

pancréatiques (12, 96-98, 248). Contrairement aux cancers pulmonaires, aucune 
mutation d’EGFR n’a été mise en évidence dans le cancer du pancréas (99, 248). La 
surexpression d’EGFR paraît être un facteur de mauvais pronostic (97, 98, 249). 
L’inhibition d’EGFR augmente la sensibilité des cellules pancréatiques à la 
gemcitabine (250-253). En clinique, un essai de phase III a montré la supériorité de 
l’association gemcitabine-erlotinib par rapport à la gemcitabine en monothérapie, 
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même si le bénéfice observé était modeste (132). Dans cette étude, l’analyse des 
échantillons tumoraux disponibles a permis de retrouver 53% de surexpression 
d’EGFR. Le taux de réponse et la survie des patients n’étaient pas corrélés au niveau 
d’expression d’EGFR ni au statut KRAS (254). Le principal problème consiste en 
l’identification des patients potentiellement répondeurs aux inhibiteurs d’EGFR. 
Pour certains auteurs, la sensibilité aux inhibiteurs d’EGFR est liée à la surexpression 
d’EGFR (255-257). D’autres réfutent cette hypothèse et relient l’efficacité de 
l’inhibition d ‘EGFR à la quantité de son ligand TGFα (258). Pour d’autres encore, il 
existerait une relation directe entre la sensibilité à l’erlotinib et le niveau d’expression 
d’HER3 (259, 260). Cette hypothèse est sous-tendue par le fait que les hétérodimères 
EGFR-HER3 activeraient préférentiellement la voie PI3K/AKT. Enfin, la sensibilité à 
l’erlotinib a été rapportée au phénotype tumoral, les lignées cellulaires épithéliales 
étant pour certains plus sensibles à l’erlotinib que les lignées mésenchymateuses 
(261). La question n’est donc pas résolue à ce jour. 

 
IV-2-5-b. HER2 

Une surexpression d’HER2 est retrouvée dans 10 à 42% des adénocarcinomes 
pancréatiques (96, 98, 262-268). Elle n’a pas de valeur pronostique (263, 264, 268). 
L’inhibition d’HER2 par le trastuzumab n’a pas d’effet sur la croissance cellulaire 
quel que soit le niveau d’expression d’HER2 (267). Safran et al. ont évalué l’efficacité 
d’un traitement par gemcitabine associée à du trastuzumab chez 34 patients avec un 
adénocarcinome pancréatique métastatique surexprimant HER2. Le taux de réponse 
et la survie étaient identiques à ceux observés avec la gemcitabine seule (269). 

 
IV-2-5-c. PTEN 

Le gène suppresseur de tumeur PTEN joue un rôle majeur dans le 
développement embryonnaire, la migration cellulaire et l’apoptose. PTEN est une 
phosphatase lipidique qui régule des voies de signalisation importantes, notamment 
la voie PI3K. Les mutations de PTEN entraînent une activation constitutive de la voie 
PI3K/Akt engendrant des tumeurs résistantes à l’apoptose. Dans le cancer du 
pancréas, PTEN n’est pas muté, cependant sa fonction est inhibée par une perte 
d’expression. Environ 60% des cancers du pancréas ont une expression diminuée ou 
abolie de PTEN (12). 

 
IV-2-5-d. NF-κB 
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NF-κB est un facteur de transcription. C’est un hétérodimère comprenant une 
sous-unité p65 (RelA) et une sous-unité p50. Dans la majorité des cellules, NF-κB est 
séquestré dans le cytoplasme sous forme inactive liée à son inhibiteur IKB. Cette 
association masque le signal de localisation nucléaire de NF-κB. RelA est 
constitutivement activée dans 67% des cancers pancréatiques (270). NF-κB joue un 
rôle important dans la résistance tumorale à l’apoptose induite par les agents 
génotoxiques. Les cellules pancréatiques résistantes à la gemcitabine ont un haut 
niveau basal de NF-κB (271). Récemment, Pan et al. ont montré qu’il n’y avait pas de 
corrélation entre la sensibilité à la gemcitabine et le niveau d’activité basal de NF-κB. 
Par contre, l’inhibition de NF-κB par un siRNa augmentait le taux d’apoptose dans 
les cellules sensibles à la gemcitabine (272). 

 
IV-2-5-e. COX2 

Les cyclooxygénases (COX) sont des enzymes qui catalysent la conversion de 
l’acide arachidonique en prostaglandines et thromboxane. Elles ont un rôle-clé dans 
l’inflammation et la régulation de fonctions physiologiques. Il existe deux isoformes : 
COX-1 et COX-2. COX-1 est présente dans les tissus avec les prostaglandines pour 
assurer le maintien de fonctions organiques. COX-2 se comporte plutôt comme un 
gène précoce avec des variations transcriptionnelles rapides en réponse à 
l’inflammation, aux facteurs de croissance, aux cytokines et  à la croissance tumorale. 
COX-2 mais pas COX-1 est induite pas de nombreux types de cancers dont les 
cancers pancréatiques. Il a été rapporté une expression de COX-2 dans environ 75% 
des cancers du pancréas (273). Plusieurs études ont montré que les anti-
inflammatoires non stéroïdiens et les inhibiteurs de COX-2 inhibaient la croissance 
de cellules tumorales pancréatiques in vitro et in vivo avec un effet plus marqué sur 
les cellules exprimant COX-2 (274-276). L’effet antiprolifératif des inhibiteurs de 
COX-2 provient de leur effet sur le cycle cellulaire avec un arrêt en G1 (276). Il est 
peut-être aussi dû à leur pouvoir anti-angiogénique. En effet, le celecoxib induirait 
l’apoptose des cellules endothéliales (277). Une étude in vitro a associé erlotinib et 
celecoxib dans des lignées pancréatiques. La cytotoxicité et l’apoptose induite par 
l’erlotinib étaient majorées en présence de celecoxib dans les cellules surexprimant 
EGFR probablement en rapport avec une inhibition de l’activité de NF-κB (255). 
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MATÉRIELS ET MÉTHODES 



I. Culture cellulaire et survie clonogénique 

I-1. Lignées cellulaires 

Trois lignées cellulaires humaines ont été utilisées pour l’étude de l’interaction 
du STI571 avec les radiations ionisantes : la lignée K562 (leucémie myéloïde 
chronique) et les lignées HCC1937 (carcinome canalaire infiltrant mammaire) et 
hTERT-RPE1 (epithélium pigmentaire rétinien). 

Pour l’étude de l’interaction du BIBW 2992 avec les radiations ionisantes, nous 
avons choisi de nous intéresser au cancer du pancréas. Trois lignées ont été choisies : 
la lignée BxPC3, KRAS wild type, et les lignées Capan2 et Panc1, KRAS mutées. 

 
Lignée 

cellulaire Origine Caractéristiques génétiques 

K562 
Leucémie myéloïde chronique 
(P. Rousselot, Hôpital St Louis, 

Paris) 

Bcr-Abl+/+ 
p53-/- 

 

HCC1937 
Cancer du sein canalaire infiltrant 

(CRL-2336, American Type Culture 
Collection, Manassas, USA) 

BRCA1mut 
p53-/- 

PTEN-/- 
Her2/neu-/- 

hTERT-
RPE1 

Epithélium pigmentaire rétinien 
(lignée immortalisée par 
récativation de hTERT) 

(C4000-1, CLONTECH, Palo Alto, 
USA) 

 

BxPC3 
Adénocarcinome du pancréas 

(CRL-1687, American Type Culture 
Collection, Manassas, USA) 

p53mut (220 Cys) 
p16 HD 

DPC4 HD 

Capan2 
Adénocarcinome du pancréas 

(V. Fauquette, INSERM U837, Lille) 
KRASmut (12 Val) 

Panc1 
Adénocarcinome du pancréas 

(CRL-1469, American Type Culture 
Collection, Manassas, USA) 

KRASmut (12 Asp) 
p53mut (273 His, 273 Cys) 

p16 HD 
HD : délétion homozygote 
 
Tableau 6 
Caractéristiques génétiques et origine des lignées cellulaires utilisées. 
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I-2. Culture cellulaire 
 Les lignées ont été conservées par congélation dans l’azote liquide dans du 
milieu de culture additionné de 10% de DMSO. Elles ont été cultivées soit en 
monocouche (cellules adhérentes), soit en suspension (K562) et incubées à 37°C. Les 
cellules ont été régulièrement repiquées. Le nombre de passages depuis la 
primoculture a été limité à 10 pour éviter une dérive des caractéristiques génétiques 
des différentes lignées. 

La lignée hTERT-RPE1 a été cultivée (37°C, 5% CO2) en monocouche dans des 
flacons ventilés en milieu de Eagle modifié par Dulbecco (DMEM/NUT-MIX F12) 
(4,5 g/l glucose, 0,86 g/l Glutamax I, 0,1 g/l pyruvate, 105 UI/l pénicilline, 0,1 g/l 
streptomycine, 7,5%Na2HCO3, 10% sérum de veau fœtal (SVF)). Les autres lignées 
ont été cultivées (37°C, 5% CO2) dans du RPMI-1640+SVF 10%+PS. 

Pour les trois lignées pancréatiques, nous avons comparé leur croissance en 
culture avec différents pourcentages de SVF variant de 1 à 10% (Figure 25). L’effet de 
la concentration de SVF sur la réponse au BIBW 2992 a été soigneusement analysée. 
L’effet de la drogue était un peu plus important à 1% de SVF,  probablement du fait 
de la présence d’EGF dans le SVF. Nous avons finalement décidé de réaliser les 
expérimentations en présence de SVF 5%. 
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Figure 25 
Croissance des cellules BxPC3 en fonction du 
pourcentage de SVF contenu dans le milieu de 
culture 
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I-3. Survie clonogénique 

La survie cellulaire a été déterminée par la capacité à former des colonies (50 
cellules minimum). Pour réaliser une mesure de survie cellulaire, les cellules sont 
ensemencées en nombre constant et suffisant pour donner environ 200 colonies après 
7 à 12 jours d’incubation post-traitement. 

Les tests basés sur la détermination du nombre de cellules clonogènes 
survivantes à différents traitements doivent être établis à partir de cellules isolées. 
Lorsque cette condition n'est pas remplie, par exemple lorsque les cellules ont été 
incubées longtemps (plusieurs heures à quelques jours) après ensemencement et 
forment des multiplets au lieu de cellules isolées - ce qui est systématiquement le cas 
dans les expériences mettant en œuvre des cellules synchronisées - il faut apporter 
aux mesures une correction qui tient compte de la multiplicité au moment de 
l'irradiation, faute de quoi les résultats sont entachés d'une erreur systématique 
importante. Pour un multiplet contenant n cellules, la probabilité de survie Sn 
s'exprime par l'équation : 

Sn = (1 - p)n 
où p est la probabilité de mort cellulaire d'une cellule isolée. La survie réduite à la 
cellule isolée (SCSF, Single-Cell Surviving Fraction) peut être calculée à partir du 
nombre de colonies mesuré par comptage (Sexp) en résolvant par récurrence 
l'équation (278) : 

Sexp = 

! 

an[1- (1-SCSF)
n ]

1

n

"  

où an est le taux de multiplets contenant n cellules, mesuré au moment de 
l'irradiation. 
 

Les cellules en phase de croissance exponentielle sont isolées par 
trypsinisation, ensemencées à la densité requise (600 à 2000 cellules par flacon de 25 
cm2) puis incubées pendant 3 à 4 h. Ce temps d’incubation, trop court pour permettre 
un cycle de division et modifier la multiplicité cellulaire, est suffisant pour obtenir 
l’adhésion des cellules viables au support. Après les divers traitements, les flacons 
sont replacés en incubateur durant le temps nécessaire pour permettre une dizaine 
de générations. Les colonies formées sont fixées à l’éthanol après rinçage au PBS, 
colorées au bleu de Coomassie et comptées manuellement sous loupe. Chaque point 
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expérimental représente la moyenne d’un minimum de 3 flacons. Pour chaque point 
expérimental, une moyenne et un écart-type ont été calculés sur l’ensemble des 
comptages. Les résultats des flacons traités ont été rapportés à ceux des flacons 
témoins (non traités). 

 
Pour les cellules K562 en suspension, une étude de la clonogénicité en milieu 

semi-solide a été réalisée avec du Méthocel 2% (Stem Cell Technologies)(279). On 
mélang à froid du Methocel à 4% avec un équivolume de milieu RPMI-1640 2X 
(dilution de 20 ml de RPMI 10X avec 75 ml d’eau désionisée distillée, 5,38 ml de 
solution de bicarbonate de sodium à 7,5%, 2 ml de glutamine-L puis ajuster le pH) 
sur un agitateur magnétique, le tout en conditions stériles. Le mélange contenant le 
Methocel est complété par 10% de SVF, 10% de GM-CSF, 0,5% de Glutamine 100X, 
0,5% de Pyruvate 100X et les cellules. Un ml du mélange dans lequel les cellules ont 
été mises en suspension a ensuite été réparti avec une seringue de 5 ml par boîte de 3 
cm de diamètre. Les boîtes sont placées à l’étuve pendant 4 jours. Les colonies sont 
alors comptées et mesurées sur microscope inversé 3 jours d’affilée. 

 

I-4. Inhibition de croissance 
 

Les cellules ensemencées dans plusieurs flacons à la même densité (105 
cellules/flacon, 10 ml de milieu) ont été mises en contact avec différentes 
concentrations de drogue pendant un à cinq jours puis ont été comptées en chambre 
de Malassez. Toutes les expériences ont été réalisées en lumière atténuée pour éviter 
la photodégradation de la drogue. 

Chaque point expérimental représente la moyenne de 3 flacons. Pour chaque 
point expérimental, une moyenne et un écart-type ont été calculés sur l’ensemble des 
comptages. Les résultats des flacons traités ont été rapportés à ceux des flacons 
témoins (non traités). 

 

I-5. Synchronisation cellulaire 
 

Les cellules K562 ont été synchronisées par la méthode de double bloc à la 
thymidine décrite par Tsao et al. (280). La thymidine à forte concentration a pour effet 
d’inhiber la synthèse de l’ADN au cours de la phase S par déplétion du pool de 
dCTP. Quatre heures après ensemencement à la densité requise, des cellules en phase 
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de croissance exponentielle ont été exposées à 2mM de thymidine (37°C, milieu 
complet) pendant 16 h, temps nécessaire pour parcourir la phase G2-M et une partie 
de la phase G1. Au terme de ce premier bloc, environ 25% de la population cellulaire 
est restée bloquée en phase S, tandis que la quasi-totalité de l’autre fraction est 
bloquée à la jonction G1-S. Les flacons sont alors rincés 2 fois et incubés 10 h dans du 
milieu neuf pour permettre la progression des cellules bloquées en phase S et à la 
jonction G1-S. Les cellules  sont alors exposées à un second bloc de thymidine. La 
durée de ce bloc (16 h) est calculée pour permettre le parcours de l’intégralité de la 
phase G1 de toute la population cellulaire, et l’accumulation de la quasi-totalité des 
cellules à la jonction G1-S. On obtient ainsi une synchronisation de ≥ 95% de la 
population cellulaire à la jonction G1/S. Après retrait de la thymidine, les cellules 
entrent immédiatement en phase S et progressent de manière synchrone dans le cycle 
cellulaire. Les différents traitements (drogues, irradiations) ont été effectués 2, 8 ou 
14 h après la levée du deuxième bloc selon que l’on souhaite travailler avec des 
cellules respectivement en phase S, G2 ou G1. 

 

II. Traitements et irradiation 

II-1. Composés 

II-1-1. STI571 
 

Le 4-(4-methylpiperazin-1-ylmethyl)-N-[4-methyl-3-[4-(3-pyridyl)pyrimidin-2-
ylamino]phe-nyl] benzamide (STI571, aussi appelé imatinib ou Glivec®) a été 
synthétisé par le Dr Martine Croisy (UMR 176 CNRS, Institut Curie) selon 
Zimmermann et al. avec de légères modifications (281, 282). Brièvement, de l’acide p-
toluic méthyl ester commercial a été brominaté avec du N-bromosuccinimide. Le 
composé bromométhylé a été couplé à la N-méthyl pipérazine et l’ester résultant a 
été directement condensé avec du 4-méthyl-N-3(4-pyridine-3-yl-pyrimidine-2-yl)-
benzène-1,3-diamine en utilisant du triméthylaluminium dans du dichlorométhane. 
Une purification par chromatographie flash a permis d’obtenir un composé pur avec 
un rendement de 85%. La pureté du STI571 a été vérifiée par chromatographie  et 
analyse par résonance magnétique nucléaire. 

 La drogue a été dissoute dans du diméthyl sulfoxide (DMSO) pur à la 
concentration de 10 mM, aliquotée et stockée à –20°C puis diluée extemporanément. 
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La concentration finale de DMSO était suffisamment (≤0.5%) pour ne pas altérer la 
croissance cellulaire ou la réponse à l’irradiation. Toutes les expériences ont été 
réalisées en lumière atténuée pour éviter la photodégradation de la drogue. 
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Figure 26 
Structure chimique du STI571 (d’après Noble et al. (283)) 

 
 
II-1-2. BIBW 2992 
 

Le BIBW 2992 (Tovok) est un inhibiteur irréversible spécifique des tyrosine 
kinases EGFR et HER2, dérivé des séries chimiques anilino-quinazolines conçues 
pour se lier de façon covalente au résidu Cys773 d’EGFR ou Cys805 d’HER2 (284). Le 
BIBW 2992 a été synthétisé par Boehringer Ingelheim Pharma GmbH and Co. KG 
comme décrit dans WO 02/50043. 
 

 
Figure 27 
Structure chimique du BIBW 2992 (d’après Eskens et al. (285)) 
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II-2. Irradiation gamma 

Les irradiations ont été effectuées dans un irradiateur γ équipé de sources de 
Césium137 (IBL-637 de CIS-Biointernational). La dosimétrie a été réalisée par la 
méthode à l'alanine, ainsi que par la dosimétrie de Fricke et par des électromètres. 
Toutes les méthodes se sont montrées concordantes. Des dispositifs d'atténuation et 
d'homogénéisation du faisceau permettent d'obtenir un débit de dose variant de 4 
Gy/min à 0,5 Gy/h. Douze flacons peuvent être irradiés en même temps. Le débit de 
dose le plus fréquemment utilisé était de 1 Gy/min. Dans ces conditions, la durée 
d'irradiation est toujours inférieure à 10 min et effectuée à température ambiante (21-
24°C). Les flacons ont été replacés en incubateur immédiatement après l'irradiation. 
 

 

Figure 28 
Irradiateur IBL-637 
(137Cs, rayonnement δ 
660 keV)  
 

 
 
III. Western blot 

L’électrophorèse en gel de polyacrylamide SDS (SDS-PAGE) permet de 
séparer les protéines en fonction de leur masse moléculaire. En effet, le sulfate de 
lauryle (sodium dodécyl-sulfate, SDS) est un détergent anionique qui, en se liant aux 
polypeptides, leur confère une charge négative proportionnelle à leur masse. La 
position de chaque protéine donne donc une bonne approximation de sa masse 
moléculaire et après coloration, l’intensité de la bande est proportionnelle à la 
quantité de protéine présente. Nous avons utilisé le système discontinu classique, qui 
permet une meilleure résolution, les protéines se concentrant sous forme d'une bande 
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fine dans la première partie du gel (stacking gel, pH 6,8) avant de migrer dans le gel 
de séparation (separating gel, pH 8,0). Les gels de séparation utilisées avaient une 
épaisseur de 1 à 1,5 mm. La concentration d'acrylamide variait, selon les protéines 
étudiées, entre 5 et 12,5%. 

 
III-1. Extraction, dosage des protéines 

III-1-1. Extraits totaux 
 

Un nombre suffisant de cellules est ensemencé pour obtenir un minimum de 
106 (jusqu'à 108) cellules par extrait. Pour la préparation d'extraits totaux, le milieu 
des cellules est retiré, les cellules sont rincées avec du PBS froid (4°C), puis incubées 
avec une préparation commerciale (M-PER, Pierce) pendant 10 min en chambre 
froide. Les cellules sont ensuite récoltées par grattage et transférées dans un tube 
conique. Les cellules sont centrifugées à froid (14.000 rpm, 15 min, 4°C) pour 
sédimenter les débris cellulaires. Le surnageant, constituant l’extrait protéique total, 
est récupéré et stocké à -80°C. 

Le dosage des protéines est effectué par la méthode de Bradford (BioRad 
protein assay). 

 
 

III-1-2. Extraits cytoplasmiques et nucléaires (286) 
 

Après traitement cytotoxique, les cellules en suspension (25.106 
cellules/flacon) sont lavées à deux reprises dans du PBS froid, puis centrifugées en 
chambre froide (4°C). Les culots sont ensuite repris avec 400 µl de tampon de lyse 1 
(10 mM Hepes pH 7.9, 10 mM KCl, 2 mM MgCl2, 0.1 mM EDTA, 0.3% NP40, 1 mM 
PMSF, 2 mM DTT, cocktail d’inhibiteurs de protéases et de phosphatases (Sigma)) et 
incubées 15 min à 4°C (choc hypotonique) puis centrifugées (15000 g, 30s à 4°C). Le 
surnageant constitue l’extrait cytoplasmique, il est repris, aliquoté et conservé à –
80°C. 

Pour les cellules adhérentes, on procède d’abord à un double rinçage au PBS 
froid. Les cellules sont ensuite récoltées en chambre froide par grattage dans 10 ml de 
PBS. La suite du protocole est identique à celui pour les cellules en suspension. 
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  Les culots précédemment obtenus sont repris dans 100 µl de tampon de lyse 2 
(50 mM Hepes pH 7,9, 50 mM KCl, 400 mM NaCl, 0,1 mM EDTA, 10% Glycérol, 0,6% 
NP40, 1 mM PMSF, 2 mM DTT, cocktail d’inhibiteurs de protéases et de 
phosphatases (Sigma)) et incubés sur roue pendant 30 min à 4°C en chambre froide 
(choc hypertonique) puis centrifugés (15 000 g, 15 min à 4°C). Le surnageant 
constitue l’extrait nucléaire. Il est récupéré, aliquoté et congelé à  –80°C.  

Le dosage des protéines est effectué par la méthode de Bradford (BioRad 
protein assay). 

 
 

III-2. Électrophorèse 

La quantité de protéine déposée dans chaque puits a été ajustée entre 15 et 50 
µg selon les cas. Les électrophorèses ont été effectuées à l’aide des systèmes Mini-
Protean II et III (Bio-rad). Le tampon de migration était un tampon glycine classique 
(192 mM glycine, 25 mM Tris base, 1% SDS, pH 8,3). La migration a été réalisée à 
voltage constant (96 V) pour une durée de 1 à 2 h. 
 

III-3. Transfert sur membrane 

À la fin de la migration, le gel est extrait de la cassette d'électrophorèse et 
équilibré pendant 15 min dans le tampon de transfert (230 mM glycine, 30 mM Tris 
base, 20% éthanol, 0,012% SDS). Le transfert sur membrane a été réalisé en transfert 
semi-sec sur membrane de nitrocellulose (Schleicher & Schuell) avec une intensité 
constante de 1 mA/cm2 et un voltage de 26 V maximum. Le temps de transfert varie 
de 1 à 4 h selon la masse moléculaire de la protéine, le transfert étant d'autant plus 
lent que la protéine est plus grosse. 
 

III-4. Immunomarquage 

Après le transfert, la membrane est équilibrée en tampon TBST (15 mM Tris, pH 8, 
150 mM NaCl, 0,25% Tween-20) avec 5% de BSA pendant 1 h. La membrane est alors 
incubée dans le même tampon avec l’anticorps primaire (Tableau 7) pendant une 
nuit à 4°C sous agitation (agitateur orbital). Après de multiples rinçages au TBST, la 
membrane est incubée avec l’anticorps secondaire (1 h à température ambiante). La 
réaction se termine par 3 lavages en tampon TBST. Les complexes antigènes-
anticorps sont détectés par une méthode de chimiluminescence (Enhanced 
ChemiLuminescence – Amersham Pharmacia Biotech) mettant en œuvre des anticorps 
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secondaires conjugués à la peroxydase. L'anticorps secondaire est révélé au moyen 
d'un film BioMaxMR1 (Kodak). 
 

Anticorps Isotype Fournisseur Dilution 
PARP-1 Monoclonal souris BD PharMingen 556362 1/2000 
c-Abl Polyclonal lapin Cell Signaling 2862 1/1000 
P-c-Abl (Tyr245) Polyclonal lapin Cell Signaling 2861 1/1000 
RAD51 Monoclonal souris Abcam Ab213 1/2000 
STAT5 Monoclonal souris BD Biosciences 610191 1/250 
P-STAT5 
(Tyr694) 

Polyclonal lapin Cell Signaling 9351 1/1000 

BAD Polyclonal lapin Cell Signaling 9292 1/1000 
P-BAD (Ser112) Polyclonal lapin Cell Signaling 9291 1/1000 
p73 Polyclonal lapin Cell Signaling 4662 1/1000 
Chk1 Polyclonal lapin Santa Cruz Sc7898 1/500 
P-Chk1 (Ser345) Polyclonal lapin Cell Signaling 2341 1/1000 
Chk2 Polyclonal lapin Abcam Ab477 1/500 
P-Chk2 (Thr68) Polyclonal lapin Cell Signaling 2661 1/1000 
DNA-PKcs Monoclonal souris NeoMarkers MS-370-P1 1/100 
Caspase-3 clivée Polyclonal lapin Cell Signaling 9664 1/1000 
EGFR Polyclonal lapin Cell Signaling 2232 1/1000 
P-EGFR 
(Tyr1068) 

Polyclonal lapin Cell Signaling 2234 1/1000 

HER2 Polyclonal lapin Cell Signaling 2242 1/1000 
P-HER2 
(Tyr1221/1222) 

Polyclonal lapin Cell Signaling 2249 1/1000 

HER3 Polyclonal lapin Santa Cruz Sc-285 1/500 
P-HER3 
(Tyr1289) 

Monoclonal lapin Cell Signaling 4791 1/1000 

Akt Polyclonal lapin Cell Signaling 9272 1/1000 
P-Akt (Ser473) Polyclonal lapin Cell Signaling 9271 1/1000 
E-cadhérine Monoclonal souris Santa Cruz sc-21791 1/500 
Vimentine Monoclonal souris Santa Cruz sc-32322 1/500 
Lamine B Monoclonal souris Calbiochem NA12 1/100 
P-DNA-PK 
(Thr2609) 

Polyclonal lapin Donné par David Chen 
(Dallas) 

1/1000 

P-DNA-PK 
(Ser2056) 

Polyclonal lapin Donné par David Chen 
(Dallas) 

1/1000 

ERK1/2 Polyclonal lapin Cell Signaling 9102 1/1000 
P-ERK1/2 
(Thr202/Tyr204) 

Monoclonal lapin Cell Signaling 4376 1/1000 

Ku80 Polyclonal lapin Cell Signaling 2753 1/2000 
αTubuline Monoclonal souris SIGMA 1/2000 
 
Tableau 7 
Caractéristiques des anticorps primaires utilisés. 

 
 
 

IV. Immunodétection de CDK1 et p-Tyr15-CDK1 

 Du fait que les anticorps dirigés contre CDK1 (Cdc2) interagissent avec 
d’autres CDKs en Western blots, l’analyse de l’expression de CDK1 et de la 
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phosphorylation de Tyr-15-CDK1 a été réalisée par immunoprécipitation de CDK1. 
Des extraits nucléaires ont été préparés dans un tampon de lyse contenant 50 mM 
HEPES, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA et 0,5% NP40, pH 7, et un cocktail 
d’inhibiteurs de protéases et de phosphatases (Sigma). 300 µl d’extraits (250 µg de 
protéines) ont été incubés avec 3 µl d’anticorps monoclonal de souris anti-Cdc2 
(POH1, Cell Signaling Technology) à 4°C pendant la nuit en agitation douce. Des 
billes de G-sépharose (20 µl de 50% de billes en suspension) ont été ajoutées au lysat 
et incubées pendant 4h à 4°C sur un rotateur. Les immunoprécipités ont été lavés 
quatre fois avec le tampon de lyse. Les culots ont été resuspendus dans 20 µl de 
tampon de chargement SDS 2X. Les immunoprécipités ont été séparés dans un gel 
SDS-PAGE 12% et détectés par autoradiographie en utilisant des anticorps 
monoclonal ou polyclonal dirigés contre Cdc2 et P-Tyr15-Cdc2 (Cell Signaling 
Technology, dilution 1/100). La protéine de fusion GST-Cdc2 fusion et des extraits 
totaux de SK-N-MC traités avec de l’hydroxyurée (3 mM, 24 h) ont été utilisés 
comme contrôles négatif et positif, respectivement. 
 
 
V. Étude du cycle cellulaire par cytométrie en flux 

La répartition des populations cellulaires dans les différentes phases du cycle a 
été analysée par cytométrie en flux selon la méthode décrite par Demarcq et al. (287). 

Les cellules sont exposées pendant 15 min à 10 µM de 5-bromo-2'-
désoxyuridine (BrdUrd) après les divers traitements. Au terme de cette incubation, 
les cellules sont trypsinées, collectées par centrifugation (4 min, 1500 rpm, 4°C), 
suspendues en tampon PBS, resédimentées, reprises dans 300 µl de tampon PBS et 
mises sur glace 5 min. Les cellules sont alors fixées par addition de 700 µl d'éthanol 
froid sous agitation continue et entreposées à 4°C en attente d'analyse. Elles peuvent 
alors être conservées à -20°C dans du DMEM + 10% DMSO. 

Les étapes suivantes comportent la préparation des noyaux, la lyse de la 
chromatine, la digestion de l'ARN, un marquage par l'iodure de propidium, la 
reconnaissance de la bromodésoxyuridine par un anticorps monoclonal et la 
reconnaissance de celui-ci par un anticorps secondaire marqué à la fluorescéine.  

Après une éventuelle décongélation, les cellules sont remises en suspension 
dans du tampon PBS froid et centrifugées 4 min. Le culot est repris dans 600 µl de 
PBS. Les cellules sont alors fixées par transfert goutte à goutte dans 1,4 ml d’éthanol 
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froid sous agitation continue (concentration finale d’éthanol : 70%) et stockées à 4°C 
pendant 3 h. Les cellules fixées sont ensuite centrifugées (2800 rpm, 5 min à 4°C). Les 
culots sont réhydratés (PBS pendant 10 min), centrifugés puis digérés avec 3 ml de 
solution de pepsine (0,5 mg/ml). On incube la suspension au bain marie à 37 °C, 20 
min. On centrifuge et on reprend le culot avec 0,5 ml d’HCl 2 N. La suspension est 
incubée 20 min à température ambiante. On ajoute 5 ml de PBS et on centrifuge (2800 
rpm, 10 min). Le surnageant est aspiré et le culot repris dans 4 ml de tampon Bu 
(Tween-20 0,5%, 20 mM HEPES, sérum de chèvre 0,5%). La solution est vortexée puis 
centrifugée. Le culot est une nouvelle fois repris dans 500 µl de tampon Bu. On ajoute 
20 µl d’anticorps monoclonal de rat anti-BrdUrd (CeraLab) que l’on laisse incuber 1 h 
à température ambiante, puis on ajoute 5 ml de PBS et on centrifuge. Le culot est 
resuspendu dans 200 µl d’anticorps fluorescent (chèvre anti-rat FITC au 1/50éme) puis 
incubé 30 min dans l’obscurité. On rajoute ensuite 5 ml de PBS et on centrifuge. Le 
culot est repris avec 300 µl d'Iodure de Propidium au 1/40éme dans du PBS. Les 
cellules sont conservées à 4°C à l’abri de la lumière jusqu’à la lecture par un 
cytomètre FACStarPlus (Becton-Dickinson) dans le service de cytométrie de l’Institut 
Curie. Les données ont été analysées par le logiciel CellQuest Pro.  

 
Figure 29 
Exemple de cytogramme en "fer à cheval". Les cellules ont été incubées en présence de 
BrdUrd (15 µM, 10 min) avant collecte et fixation, puis préparées pour analyse par 
cytométrie en flux. L'axe des ordonnées (FL1-H) représente en échelle logarithmique 
l'intensité de fluorescence de l'anticorps monoclonal conjugué FITC qui reconnaît 
spécifiquement le BrdUrd. Cette fluorescence est propre aux cellules qui étaient en cours de 
synthèse d'ADN au moment du contact avec le BrdUrd. L'axe des abscisses (FL-2A) 
correspond à la quantité d'iodure de propidium (PI) fixée à l'ADN. Cette valeur est 
proportionnelle au contenu en ADN. On voit que les cellules en phase G1 (2N) ont incorporé 
deux fois moins de PI que les cellules en phase G2/M (4N). La représentation choisie permet 
de sélectionner très précisément les différents compartiments du cycle cellulaire. 
 
 
 

Cellules en 
phase S 

Cellules en 
phase G2/M Cellules en 

phase G1 
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VI. Étude de l’apoptose 
 

VI-1. Annexine V-FITC 
  
Dans les cellules normales viables, la phosphatidyl sérine (PS) est localisée à la 

face interne de la membrane plasmique. L’apoptose s'accompagne d'une 
externalisation de la PS. La PS est ensuite reconnue par les macrophages qui vont 
phagocyter la cellule (288). 

In vitro, la PS externalisée peut être détectée grâce à son interaction avec un 
anticoagulant, l’Annexine V. En présence de calcium, l’Annexine V et la PS se 
couplent. La translocation de la PS à la surface cellulaire survient avant la lyse du 
noyau et la fragmentation de l’ADN faisant de l’Annexine V un marqueur précoce de 
l’apoptose. 
 
 Nous avons utilisé un kit de détection de l’apoptose Annexine V-FITC 
(Oncogene) dans lequel un résidu fluorescéine isothiocyanate (FITC) est couplé à 
l’Annexine V permettant la quantification par cytométrie de flux. L’iodure de 
propidium (PI) est utilisé pour distinguer les cellules apoptotiques (PI-) des cellules 
nécrotiques (PI+). Après avoir ajusté la concentration de la suspension cellulaire à 106 
cellules/ml, on transfère 0,5 ml de suspension dans un microtube puis on ajoute 10 µl 
de Media Binding Reagent. On ajoute ensuite 1,25 µl d’Annexine-V FITC et on incube 
15 min à température ambiante dans l’obscurité puis on centrifuge à 1000 g pendant 
5 min à température ambiante. Après avoir ôté le surnageant, on resuspend 
doucement  dans 0,5 ml de  Binding Buffer 1X (10mM Hepes  pH 7,4, 150mM NaCl, 
2,5 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 4% BSA) froid. Puis on ajoute 10 µl de PI, on place les 
échantillons dans la glace et à l’obscurité et on les analyse par cytométrie en flux. 
 

VI-2. Fraction sub-G1 
 

La fragmentation de l’ADN est un bon indicateur de l’apoptose. La fraction 
hypodiploïde, ou sub-G1, a été estimée en analysant par FACS les cellules marquées 
à l’iodure de propidium après fixation à l’éthanol à 70%.  

Après avoir ajusté la concentration de la suspension cellulaire à 1x106 
cellules/ml, on transfère 0,5 ml de suspension dans un microtube puis on ajoute 10 
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µM de bromodésoxyuridine (BrdU) pendant 20 min. Après centrifugation, les 
cellules sont reprises dans du milieu avec 10% de DMSO puis congelées à –20°C 
avant d’être analysées par cytométrie en flux. La région sub-G1 est déterminée par 
une fenêtre sur l’histogramme du contenu en ADN excluant les débris à l’origine de 
l’abscisse mais s’étendant ensuite jusqu’au début du pic G1. 
 
 
VII. Étude de la sénescence : test à la galactosidase 
 

L’étude de la sénescence a été réalisée dans les cellules K562 par marquage à la 
β-galactosidase comme décrit par Dimri et al. (289). Brièvement, des cellules K562 en 
suspension ont été déposées sur des lamelles enduites de polylysine placées dans des 
boîtes de Pétri puis ont été remises dans l’incubateur pendant 24 h. Les cellules non 
adhérentes ont ensuite été retirées par lavage doux et les cellules adhérentes ont été 
exposées au STI571 (48 h), aux radiations ionisantes ou à la combinaison des deux. 
Après traitement, les cellules ont été laissées en croissance pendant 5 jours dans du 
milieu sans drogue, puis le milieu a été retiré par aspiration. Les lamelles ont été 
lavées avec du PBS puis fixées séquentiellement avec 20% de formaldéhyde suivi de 
2% de glutaraldéhyde dans du PBS. Après trois lavages au PBS, les lamelles ont été 
incubées (37°C pendant la nuit) avec 1 mg/ml de 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-
galactopyranoside (Cell Signaling Technology). Les lamelles ont été recolorées avec 
du Giemsa, rincées à l’eau distillée puis examinées au microscope. Les cellules 
sénescentes ont une morphologie typique et sont colorées en bleu par la β-
galactosidase. 
 

 

VIII. Immunofluorescence 
 

La quantification du nombre de centrosomes a été réalisée après marquage à 
la γ-tubuline et détection par immunofluorescence. Brièvement, les cellules ont été 
traitées le lendemain de l’ensemencement par une irradiation à la dose de 6 Gy ou 
avec du BIBW 2992 à 2 µM (BxPC3 et Panc1) ou 1 µM (Capan2). Pour le traitement 
combiné, les cellules ont été irradiées après 24h d’exposition à la drogue. Du DMSO 
était ajouté dans les flacons non traités. Deux jours après traitement, les cellules ont 
été trypsinées et ensemencées sur des lamelles de verre rondes de 12 mm. Après 24 h 
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d’incubation, le milieu de culture a été retiré, les cellules ont été lavées avec du PBS 
tiède, fixées pendant 3 min avec du paraformaldéhyde (1% dans PBS) à 37°C, puis 
incubées pendant 5 min avec du méthanol à -20°C, et réhydratées avec du PBS 
pendant 10 min. Les cellules ont ensuite été incubées avec l’anticorps (anti-γ-tubuline 
T4026, Sigma-Aldrich, dilution 1/500 dans du PBS avec 3% de BSA et 0,05% de 
Tween-20) pendant 1 h à 37°C. Après plusieurs lavages avec du PBS, les cellules ont 
été incubées avec un anticorps secondaire couplé à un flurophore Alexa (Alexa Fluor 
546, Invitrogen, dilution 1/400 dans du PBS avec 3% de BSA et 0,05% de Tween-20) 
pendant 1 h à 37°C. Les cellules ont ensuite été lavées et les lamelles montées sur des 
lames avec une goutte d'agent de montage Vectashield en présence de DAPI (4',6'-
diamidino-2-phénylindole), un intercalant de l’ADN qui permet de visualiser les 
noyaux des cellules par fluorescence dans le bleu. Le bord des lamelles est verni pour 
éviter leur dessication. 
Les images des cellules fixées ont été prises en utilisant un système de déconvolution 
d’images en 3D, constitué d’un microscope Leica DM RXA équipé avec un 
convertisseur piezoélectrique (PIFOC ;PI) placé à la base d’un objectif PlanApo 
N.A.1.4, et un appareil photo CCD Micromax 1300Y (Roper Instruments). Le logiciel 
Image J a été utilisé pour l’analyse des images. 
 
 

IX. Étude de la différenciation érythrocytaire 
 

Plusieurs auteurs ont montré que la présence de STI571 induit une 
différenciation érythrocytaire de la lignée K562 (290, 291). Nous avons évalué ce 
phénomène par deux techniques différentes. 

 

IX-1. Marquage à la benzidine 
 
 Le marquage à la benzidine permet de mettre en évidence la production 
d’hémoglobine et donc la différenciation érythrocytaire des cellules (292) (290). 

La benzidine (Sigma) est diluée dans de l’acide acétique à 3% pour obtenir une 
concentration de 2 mg/ml. Au dernier moment, on ajoute 1% d’H2O2. Après 
traitement, on prépare pour chaque condition un culot de 100 µl de cellules après 
centrifugation et comptage et resuspension pour avoir environ 200 000 cellules /100 
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µl. Les culots sont incubés avec 100 µl de benzidine pendant 5 min à température 
ambiante, puis comptées manuellement. 

 

IX-2. Marquage à la glycophorine 
 
Les cellules de la lignée érythrocytaire expriment à leur surface la 

glycophorine A. L’expression de la glycophorine A peut être détectée par 
immunofluorescence directe (291, 293). 

106 cellules sont lavées avec du PBS, resuspendues dans 200 µl de milieu, 
incubées avec 2 µl d’anticorps anti-Glycophorine A (Pharmingen) pendant 30 min à 
4°C dans l’obscurité puis lavées deux fois avec du PBS froid. Les cellules sont ensuite 
resuspendues dans 10 g/ml d’IgG goat antimouse FITC et incubées 30 min à 4°C 
dans l’obscurité. Après deux lavages avec du PBS froid, les cellules sont 
resuspendues dans 300 µl de PBS avec 1% de formaldéhyde (pH 7,4). Les cellules 
sont ensuite analysées par cytométrie en flux (cytomètre FACStarPlus - Becton-
Dickinson). Les données ont été analysées par le logiciel CellQuest Pro. 

 
 

X. Étude du stress oxydatif 
 

 
Pour étudier l’influence du STI571 sur le métabolisme peroxydatif des cellules 

irradiées, nous avons mesuré l’incorporation de 2',7'-dichlorodihydrofluorescéïne 
diacétate (H2DCFDA, Invitrogen) et la production in situ de ses métabolites 
fluorescents par analyse par cytométrie de flux telles que décrites par Sattler et al. 
(294).  

5x105 K562 cellules ont été incubées pendant 30 min avec 20 µM de 
H2DCFDA. Les cellules ont été collectées par centrifugation, et transférées dans du 
milieu frais. Le niveau de fluorescence a été évalué immédiatement par cytométrie en 
flux. 
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I- Introduction 

 Lors de mon arrivée au laboratoire, l’équipe de Vincent Favaudon avait 
commencé à étudier l’interaction des thérapies ciblées avec les radiations ionisantes, 
notamment avec le gefitinib, un inhibiteur d’EGFR (2). En effet, le laboratoire 
s’intéressait depuis longtemps aux associations chimioradiothérapies en vue de 
potentialiser la létalité des RI par des agents chimiques (44, 59, 61).  

 
Les thérapies ciblées cherchent à réprimer l'une des fonctions cellulaires 

caractéristiques du cancer telles que la croissance tumorale, l’angiogenèse ou le 
pouvoir métastatique. Les inhibiteurs de tyrosine kinase ont été très étudiés dans 
cette optique et donnent actuellement, tant au laboratoire qu’en clinique, des 
résultats très prometteurs. Ils agissent principalement en perturbant les voies de 
transduction des signaux. Or, on sait maintenant que la réponse aux radiations 
ionisantes dépend de certaines de ces voies de signalisation, en particulier pour 
l’induction de la réparation de l’ADN, de l’arrêt du cycle cellulaire et de l’apoptose. 
L'altération des voies de signalisation qui déterminent ces mécanismes est donc 
susceptible d'altérer la réponse aux rayonnements ionisants. 

 
Le STI571 (imatinib ou Glivec®) est un inhibiteur sélectif des tyrosine kinases 

Bcr-Abl, c-kit et PDGFR (3). Il agit par compétition au niveau du site de fixation de 
l’ATP. Il a été d’abord utilisé pour le traitement de la leucémie myéloïde chronique, 
caractérisée par une translocation chromosomique (chromosome de Philadelphie) 
produisant le gène de fusion BCR-ABL. La protéine Bcr-Abl présente une affinité 
élevée pour le STI571. Le complexe formé est inactif, ce qui permet d’obtenir en 
clinique un taux élevé de régression tumorale.  

 
Par ailleurs, la protéine c-Abl est impliquée dans la modulation de 

nombreuses voies de signalisation, en particulier dans la détection et la réparation 
des lésions de l’ADN, dans la régulation du cycle cellulaire et dans l’apoptose (206). 
Plus précisément, c-Abl est impliquée : 

- Dans la recombinaison homologue, qui permet une réparation fidèle des 
cassures double-brin, principale lésion radio-induite de l’ADN, via le 
contrôle de l'activité de RAD51 permettant l’échange inter-brin de matériel 
génétique. 
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- Dans la suture non homologue (NHEJ), en relation avec la formation d'un 
complexe c-Abl-BRCA1 (188). 

- Dans l’arrêt en G2/M après chimiothérapie génotoxique (cisplatine, 
étoposide, daunorubicine). Le rôle de c-Abl dans l’arrêt du cycle post-
irradiation est moins bien établi. 

- Dans la régulation de l’apoptose. c-Abl exerce une action anti-apoptotique, 
notamment par augmentation de l’expression de Bcl-2. Par ailleurs, c-Abl 
active Akt, ce qui a pour effet d’inactiver Bad, protéine pro-apoptotique, et 
de promouvoir l’expression de p27KIP1. 

- Dans la régulation de l'activation de NF-kB, dans la voie de réponse au 
stress oxydatif. 

Ces données suggèrent que l’inhibition de l'activité tyrosine kinase de c-Abl 
devrait permettre une altération contrôlée de la réponse aux radiations ionisantes, et 
peut-être aboutir à une radiosensibilisation. Au moment du début de ce travail, 
l'interaction entre imatinib et radiothérapie n’avait été que très peu étudiée (295). 

 
Le but de cette première partie de thèse était de rechercher un effet 

radiosensibilisateur du STI571 en évaluant à la fois le potentiel cytotoxique (test de 
clonogénicité) et cytostatique (inhibition de la prolifération) de l’association 
rayonnement-drogue. En fonction des résultats obtenus, nous avions prévu d’étudier 
les modifications du taux d’apoptose sous rayonnement, l’altération de la 
progression du cycle cellulaire induite par la combinaison des deux traitements et 
l’altération par le STI571 des voies de signalisation dépendantes de c-Abl. Ce travail 
devait être réalisé à la fois sur des lignées de leucémie myéloïde chronique, connues 
pour être sensibles au STI571, et sur des lignées épithéliales, peu sensibles à un effet 
cytotoxique de la drogue, mais qui pourraient en revanche produire un effet 
radiosensibilisateur et donner d’emblée des informations sur les mécanismes sous-
jacents. Les lignées utilisées étaient les suivantes : 

-  cellules de LMC (K562) ; 
-  cellules d’adénocarcinome mammaire (HCC1937), mutées pour BRCA1 ; 
- cellules humaines normales : épithelium pigmentaire rétinien (hTERT-

 RPE1). 
Un effet radiosensibilisateur ayant été observé uniquement dans la lignée K562, 
l’étude des mécanismes responsables de cet effet n’a été réalisée que dans cette 
lignée. 
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II. Résultats 

II-1. Article n°1  

 
 
 
 

Growth inhibition by STI571 in combination with 
radiation in human chronic myelogenous leukemia 

K562 cells 
 
 

Florence Huguet, Nicole Giocanti, Christophe Hennequin, Martine Croisy, 
Emmanuel Touboul, and Vincent Favaudon 

 
 

Molecular Cancer Therapeutics 2008; 7(2):398-406 
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II-2. Expériences complémentaires  

 II-2-1. Résultats sur les lignées hTERT-RPE1 et HCC-1937 
 
II-2-1-a. Effet cytostatique du STI571 
Le pouvoir cytostatique du STI571 a été étudié par l’inhibition de croissance 
cellulaire induite par la présence de la drogue sur les lignées hTERT-RPE1 et HCC-
1937 non porteuses de la mutation Bcr-Abl. 
 

• hTERT-RPE1  
Pour les cellules de la lignée épithéliale hTERT-RPE1, l’inhibition de croissance 
induite par le STI571 est relativement peu sensible au temps de contact avec la 
drogue au-delà de 48 h (Figure 30A) avec une réponse presque identique après 72 h 
d’exposition au STI571. Les cellules sont résistantes à la drogue jusqu'à 10 µM, puis la 
survie décroît abruptement aux plus fortes concentrations. Elle décroît abruptement 
au-delà de 12 µM STI571. L'IC50 est estimée à 16-18 µM. 
La figure 30B montre l'effet du temps d'exposition à la drogue à différentes 
concentrations. On observe un effet cytostatique complet et létal seulement à la plus 
forte concentration utilisée (20 µM). 
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Figure 30A 
Inhibition de croissance de la lignée 
hTERT-RPE1 par le STI571 avec des temps 
de contact de 48 et 72 h. 

Figure 30B 
Croissance de la lignée hTERT-RPE1 en 
présence de différentes concentrations 
de STI571. 
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• HCC-1937 
Les cellules de la lignée HCC-1937, mutées pour BRCA1, ont un comportement 
sensiblement différent de celui des cellules hTERT-RPE1. Après une durée 
d’exposition de 120 h au STI571, on observe une décroissance à peu près 
exponentielle du potentiel de croissance en fonction de la concentration de STI571 
(Figure 31A). L'IC50 est plus élevée que pour les cellules hTERT-RPE1, et a été estimée 
à 65 µM par extrapolation. 
L'étude de la croissance cellulaire en fonction du temps d'exposition à la drogue 
(Figure 31B) confirme que les cellules HCC-1937 sont plus résistantes à la drogue que 
les cellules hTERT-RPE1, même pour des temps d'incubation plus longs. 
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Figure 31A 
Inhibition de croissance de la lignée HCC-
1937 par le STI571 avec un temps de contact 
de 120 h. 

Figure 31B 
Croissance de la lignée HCC-1937 en 
présence de différentes concentrations 
de STI571. 

 
 
II-2-1-b. Effet cytotoxique du STI571 
La possibilité d'un effet cytotoxique du STI571 a été étudiée sur les cellules hTERT-
RPE1 et HCC-1937 par un test de survie clonogénique. Il n'a pas été possible de 
mettre en évidence un effet cytotoxique sur les cellules HCC-1937. À la plus forte 
concentration de drogue utilisée, les cellules hTERT-RPE1 montrent un effet 
cytotoxique modéré mais significatif en fonction du temps d'exposition à la drogue 
(Figure 32). 
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Figure 32 
Cytotoxicité du STI571 sur la lignée hTERT-
RPE1 (test clonogénique). 

 
 
II-2-1-c. Étude de l’effet du STI571 sur la réponse aux radiations ionisantes 
 

• HTERT-RPE1 
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Dans la lignée hTERT-RPE1, l’exposition 
au STI571 ne modifie pas la réponse aux RI 
pour les temps courts d’exposition à la 
drogue (données non montrées). Après 16 
h de contact  avec 10  µM de STI571, on 
observe une modification de la courbe de 
survie au rayonnement (Figure 33) avec 
une diminution de la valeur du paramètre 
α qui passe de 0,35 Gy-1 en l’absence de 
STI571 à 0,25 Gy-1 en présence de la 
drogue. Dans le même temps, la valeur du 
paramètre β passe de 0,048 à 0,130 Gy-2. 
Dans cette lignée, le STI571 induit un effet 
radioprotecteur à faible dose et 
radiosensibilisateur à forte dose. 

 
Figure 33 
Survie clonogénique de la lignée 
hTERT-RPE1 irradiée avec ou sans 
STI571 à la concentration de 10 µM. 
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• HCC-1937 
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Dans la lignée HCC-1937 mutée pour 
BRCA1, en présence de 10 et 20 µM de 
STI571, on observe un phénomène de 
radioprotection (Figure 34) avec une 
diminution de la valeur du paramètre α 
qui passe de 0,39 Gy-1 en l’absence de 
STI571 à 0,24 et 0,23 Gy-1 en présence de 
concentrations élevées de drogue (10 et 
20 µM). La réponse étant expponentielle 
par rapport à la dose de rayonnement, le 
paramètre β est égal à 0. Dans cette 
lignée, le STI571 induit donc un effet 
radioprotecteur. 

Figure 34 
Survie de la lignée HCC-1937 irradiée 
avec ou sans STI571 à la concentration de 
10 et 20 µM. 

  
 En définitive, le STI 571 produit un effet radioprotecteur dans les lignées 
hTERT-RPE1 et HCC-1937. 
  
 

II-2-2. Effets du STI571 sur le métabolisme peroxidatif 
 

La stimulation du métabolisme peroxydatif et l’accumulation de ROS (reactive 
oxygen species) survient dans les cellules porteuses de la mutation Bcr-Abl (294, 296). 
Le STI571 inhibe le stress oxydatif dans les cellules Bcr-Abl et protège les cellules 
contre la mort induite par H2O2 (294, 297). L’exposition aux radiations ionisantes 
génère un stress oxydatif intense dans les cellules et pourrait alors antagoniser l’effet 
du STI571. 

Pour étudier l’influence du STI571 sur le métabolisme peroxydatif des cellules 
K562 irradiées, nous avons mesuré l’incorporation de 2',7'-
dichlorodihydrofluorescine diacétate (H2DCFDA, Invitrogen) et la production in situ 
de ses métabolites fluorescents par analyse par cytométrie de flux telles que décrites 
par Sattler et al. (294).  
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L’irradiation entraîne une augmentation importante du métabolisme 
peroxydatif (Figure 35). Le STI571 diminue de manière importante le niveau de stress 
oxydatif basal ainsi qu’après irradiation, indiquant l'absence de corrélation entre le 
potentiel de peroxydation des cellules et la radiosensibilisation induite par le STI571. 

 

 

Figure 35 

Analyse par cytométrie de flux de l’effet du STI571 
sur le métabolisme peroxydatif d’H2DCFDA dans 
les cellules K562. Le STI571 était introduit 24 h avant 
l’irradiation. L’émission fluorescente a été mesurée 
par FACS. 

 
 

II-2-3. Effet du STI571 sur la réparation des cassures double-brin de l’ADN 
 

Les CDB induites par les RI sont réparées par 2 mécanismes différents : la 
recombinaison homologue (RH) et la religation non homologue (NHEJ) (cf. 
paragraphe I-3-4) . Dans les cellules de leucémie myéloïde chronique, la réparation 
est majorée, induisant une résistance aux agents génotoxiques (206). Nous avons 
donc cherché à savoir si la radiosensibilisation induite par le STI571 dans la lignée 
K562 était ou non liée à une altération de la réparation. Une première approche de 
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cette question consistait à déterminer l’expression et l’activité des enzymes majeures 
des voies RH (RAD51) et NHEJ (DNA-PK). 
 
II-2-3-a. RAD51  

RAD51 est une protéine nucléaire et cytoplasmique de 37 kDa jouant un rôle 
majeur dans la réparation par RH puisqu’elle permet au brin endommagé de se 
coupler au brin intact d’une chromatide sœur pour former un hétéroduplex. L’ADN 
polymérase peut alors synthétiser les bases manquantes en se servant du brin intact 
comme matrice (186). RAD51 est activée par phosphorylation par ATM et c-Abl 
(184). Dans les cellules Bcr-Abl, son activité est augmentée par augmentation de son 
expression, diminution de sa dégradation et activation des modifications post-
transcriptionnelles (207). Dans la lignée K562, l’expression de RAD51 n’est pas 
modifiée en présence de STI571 1 µM et augmentée après irradiation, y compris en 
présence de STI571 (Figure 36). Cette observation suggère que le STI571 n’influe pas 
sur la réparation par RH. 
 

 
 

Figure 36 
Analyse par Western blot de l’expression de DNA-PKcs (extraits totaux, 100 µg de 
proteine par bande) et de Rad51 nucléaire (Nuc, 15 µg par bande) et cytoplasmique 
(Cyt, 25 µg par bande) dans les cellules K562 exposées aux radiations ionisantes, au 
STI571 ou à la combinaison des deux. Les cellules exposées aux RI seules étaient 
collectées 8h ou 24h après irradiation. Le STI571 était laissé 24h.  Lors de la 
combinaison des deux, le STI571 était introduit 24h avant l’irradiation puis était 
laissé 8h ou 24h après, puis les cellules étaient récupérées et lysées. 
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II-2-3-b. DNA-PK  

La sous-unité catalytique du complexe DNA-PK, DNA-PKcs, forme avec les 
protéines Ku70 et Ku80 un hétérotrimère jouant un rôle majeur dans la 
reconnaissance des CDB et le recrutement des différentes protéines nécessaires à la 
réparation par religation non homologue (NHEJ) (298, 299). Elle est sous-exprimée 
dans les cellules Bcr-Abl UT-7, suggérant l’existence d’un défaut de réparation des 
CDB dans cette lignée (210).  

L’analyse de l’expression de DNA-PKcs dans la lignée K562 par Western blot 
n’a pas montré de variation en présence de STI-571 1 µM ou après RI (Figure 36), 
montrant que les K562 se comportent différemment des cellules UT-7 et qu'une 
modification de l'expresssion de DNA-PKcs ne peut rendre compte de l'effet observé. 
 

II-2-4. Étude de la sénescence induite par le STI571 dans les cellules K562 
 

La sénescence cellulaire est définie comme la capacité limitée des cellules à se 
répliquer (300). Par conséquent, les cellules ont une durée de vie limitée au-delà de 
laquelle elles ne peuvent plus se multiplier. Cette durée de vie limitée des cellules est 
en corrélation avec l'âge de l'organisme et l'espérance de vie de l'espèce à laquelle les 
cellules appartiennent. Ainsi, la sénescence cellulaire est considérée comme 
génétiquement programmée et induite par l'expression de suppresseurs de 
croissance (301). Il a également été montré que lors de l’oncogenèse, certains 
mécanismes permettaient d’échapper à la sénescence, au moins en partie. En théorie, 
rétablir la sénescence dans des cellules cancéreuses devrait induire un effet anti-
tumoral. Par exemple, le traitement par hydroxyurée induit la sénescence des cellules 
K562 (302). 

Nous avons étudié l’effet du STI571 sur la sénescence des cellules K562 par 
marquage à la β-galactosidase. L’exposition aux RI induit des modifications 
morphologiques des cellules associées à un marquage à la β-galactosidase, indiquant 
que ces cellules sont sénescentes (Figure 37). Le STI571 seul n’induit pas de 
sénescence. En revanche, et de manière assez paradoxale, nous montrons que le 
STI571 inhibe la sénescence radio-induite. 
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Figure 37 
Étude de la sénescence dans la lignée K562 par marquage à la β-
galactosidase (les flèches indiquent les cellules marquées par la β-
galactosidase). 
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III – Discussion - Conclusions 1ère partie 

 La présence de la mutation Bcr-Abl entraîne une résistance de la cellule au 
stress génotoxique (206). Il paraît par conséquent logique de postuler que l’inhibition 
de l’activité de Bcr-Abl puisse entraîner une radiosensibilisation. Le STI571 (imatinib 
ou Glivec®) est un inhibiteur spécifique de Bcr-Abl agissant par inhibition 
compétitive au niveau du site de fixation de l’ATP (3). Au moment où nous avons 
débuté ce travail, une seule équipe avait publié des résultats concernant l’association 
du STI571 aux radiations ionisantes dans des cellules hématopoïétiques (295). Les 
auteurs avaient exposé des cellules de moelle osseuse de souris BALB/c à différentes 
concentrations de STI571 pendant 24 h avant irradiation. Alors qu’une concentration 
d’1 µM de STI571 suffisait à inhiber l’activité de Bcr-Abl et c-Abl, la survie cellulaire 
après irradiation n’était pas modifiée. Les résultats étaient identiques dans la lignée 
U937 porteuse d’une mutation de p53.  
 

 
Figure 41 
Schéma simplifié des fonctions de Bcr-Abl 

 
L’étude de la réponse aux radiations ionisantes dans la lignée de LMC K562 a 

montré que l’inhibition de l’activité de Bcr-Abl par le STI571 produit un effet 
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radiosensibilisateur, confirmant notre hypothèse.  Nous nous sommes ensuite 
intéressés à l’étude des mécanismes sous-tendant cette radiosensibilisation. Trois 
mécanismes principaux pouvaient être évoqués : 

- une majoration de l’apoptose radio-induite, 
- un défaut de réparation des lésions de l’ADN, 
- un effet sur le cycle cellulaire. 
 
Selon Mancini et al., Bcr-Abl est à l'origine d'une résistance à l’apoptose radio-

induite via l’inhibition de l’expression de Bad et Bax, facteurs pro-apoptotiques, et 
l’induction de Bcl-2 et Bcl-XL, facteurs anti-apoptotiques (303). Jacquel et al. ont 
montré que l’exposition de la lignée K562 au STI571 induit une majoration de 
l’apoptose via d’une part, la diminution de l’expression de Bcl-2, Bcl-XL et Mcl-1 liée 
à l’inhibition de l’activité de STAT5 et ERK1/2, et d’autre part, une induction des 
caspases 3, 9 et 8 aboutissant à un clivage de Bcr-Abl (290). Cet effet se produit 
parallèlement à une différenciation érythroïde de la lignée. Dans notre étude, nous 
avons observé une augmentation modeste du taux d’apoptose après exposition 
prolongée des cellules K562 au STI571. L’interaction entre RI et STI571 est additive, il 
n’y a pas de synergie. Toutefois, comme Jacquel et al., (290) nous avons observé une 
différenciation érythroïde des cellules K562 en présence de STI571. Il aurait été 
intéressant de pouvoir comparer directement la radiosensibilité des cellules 
différenciées aux cellules initiales après tri cellulaire. 

Deutsch et al. ont montré que l’expression de Bcr-Abl induisait une diminution 
de l’expression de DNA-PKcs associée à un défaut de réparation de l’ADN (210). Les 
cellules UT-7 et Ba/F3 exprimant un haut niveau de Bcr-Abl étaient les plus 
radiosensibles tout en ayant un taux d’apoptose radio-induit relativement bas. On 
pourrait alors penser que l’inhibition de Bcr-Abl en rétablissant une réparation 
efficace induirait plutôt en effet radioprotecteur. A l’inverse, l’activité de RAD51, 
enzyme majeure de la recombinaison homologue, est augmentée dans les cellules 
porteuses de Bcr-Abl par augmentation de son expression, diminution de sa 
dégradation par la caspase 3 et activation post-transcriptionnelle par STAT5 (207). 
Cette activation de RAD51 serait responsable de la résistance des cellules de LMC 
aux agents génotoxiques, dont les RI, par augmentation de la réparation par RH 
(208). Dans notre étude, le niveau d’expression de DNA-PKcs ne variait pas en 
présence de STI571 et/ou de RI. Il aurait été intéressant d’étudier l’activité de DNA-
PKcs, l’étude du niveau d’expression étant insuffisante pour conclure sur 
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l’implication de DNA-PK. D’autre part, nous avons observé une diminution de 
l’expression de RAD51 en présence de STI571. Cependant, l'irradiation ne modifie 
pas l'expression de RAD51 dans cette lignée, y compris en présence de STI571. En 
définitive, nos résultats s'accordent à montrer que le STI571 a peu d'influence sur la 
réparation des lésions de l’ADN. 

Les cellules réagissent aux dommages de l’ADN en activant des voies de 
signalisation aboutissant à un arrêt du cycle cellulaire, une réparation de l’ADN 
et/ou une apoptose. Les cellules peuvent s’arrêter dans la phase G1 du cycle 
cellulaire ou avant la mitose (checkpoint G2), pour permettre la réparation de l’ADN, 
minimiser la réplication d’ADN endommagé et prévenir les mitoses aberrantes. Le 
checkpoint G1 est régulé principalement par p21/WAF1, qui est sous la dépendance 
de p53. Les cellules p53 négatives ont un checkpoint G1 non fonctionnel, mais 
peuvent s’arrêter en G2 en réponse à une lésion de l’ADN. Plusieurs études ont 
montré que les cellules porteuses de la mutation Bcr-Abl présentaient un arrêt 
prolongé en G2/M en réponse aux agents géntoxiques tels que le cisplatine, 
l’étoposide et la mitomycine C (304, 305). Cet arrêt en G2/M contribuerait à la 
résistance aux agents génotoxiques, permettant aux cellules de réparer les lésions. La 
phase G2/M est contrôlée par deux checkpoints : le premier à la transition entre les 
phases G2 et M (checkpoint G2) et le deuxième entre la métaphase et l’anaphase 
(checkpoint M). Le checkpoint G2 dépend de la régulation du complexe cdc2-cycline 
B1. Celui-ci est inactif quand cdc2 (CDK1) est phosphorylée en Tyr15 et Thr14, il est 
activé par déphosphorylation de cdc2 par la phosphatase cdc25c. Après irradiation, 
ATM va activer les kinases Chk1 et Chk2 qui vont phosphoryler la phosphatase 
cdc25c l’empêchant ainsi de pénétrer dans le noyau et d’activer le complexe cdc2-
cycline B1.  Le checkpoint M est contrôlé par les mécanismes d’assemblage du fuseau 
mitotique. Il semblerait que Bcr-Abl agisse sur le checkpoint G2 par augmentation de 
la phosphorylation de cdc2 (305). Après irradiation, nous avons observé dans la 
lignée K562 p53 négative un arrêt prolongé en G2/M. Le STI571 seul induisait une 
accumulation transitoire en G1 associée à une déplétion de la phase S atteigant un 
maximum après 12 h d’exposition à la drogue, suivie d’une accumulation des 
cellules en phase S. En présence de STI571, l’arrêt en G2/M était aboli et les cellules 
s’accumulaient en S. Lyn est une tyrosine kinase membre de la famille Src. Elle est 
activée par les RI et contribue à l’arrêt en G2/M en phosphorylant cdc2 au niveau de 
la Tyr15 (306-308). Le STI571 inhibe l’activation de Lyn radio-induite et la 
phosphorylation de cdc2, ce qui concorde avec l’abolition du bloc G2/M observé en 
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cytométrie. Cette abolition de l’arrêt en G2/M radio-induit peut expliquer la 
radiosensibilisation observée en présence de STI571.  
 Topaly et al. ont aussi rapporté un effet synergique de l’association STI571 et 
irradiation dans les lignées cellulaire Bcr-Abl positives BV173 et EM-3 (309). Cet effet 
était dû à une majoration importante du taux d’apoptose radio-induite, ce qui n’était 
pas le cas dans notre étude. Par contre, il n’y avait pas de radiosensibilisation par le 
STI571 dans les lignées Bcr-Abl négatives. 
 
 Nous avons décidé de ne pas poursuivre plus loin ce travail du fait que la 
radiothérapie n’est pas utilisée dans le traitement des LMC, hormis lors des 
irradiations corporelles totales de conditionnement avant greffe, situations dans 
lesquelles une association à un traitement par STI571 semble avoir un intérêt mineur. 
Les données obtenues sur les lignées non porteuses de la mutation Bcr-Abl ne nous 
ont pas incité à étudier le pouvoir radiosensibilisant du STI571 sur d’autres types de 
tumeurs, notamment des tumeurs solides. Depuis la publication de ce travail, 
d’autres équipes se sont intéressées à l’effet du STI571 sur la réponse aux radiations 
ionisantes de tumeurs solides. Les résultats publiés sont très divers. 
Russell et al. ont montré les premiers que le STI571 à forte dose (7,5 µM) majorait in 
vitro la radiosensibilité de cellules de glioblastomes par inhibition de l’activité de 
RAD51 radio-induite (310). Par contre, il n’avait aucun effet sur des fibroblastes 
normaux. Holdhoff et al. ont confirmé ces données en observant un effet 
radiosensibilisateur du STI571 dans la lignée de glioblastome RuSi RS1 in vitro (311). 
Cet effet était dû non pas à une inhibition de l’activité de c-Abl ou à une diminution 
de l’expression de RAD51, mais à une inhibition de la phosphorylation de PDGFR-β. 
En effet, le STI571 est un inhibiteur de PDGFR (312). Les voies de signalisation 
activées par PDGFR sont mal connues. Les auteurs font l’hypothèse que PDGFR 
active STAT5 et que c’est l’inhibition de STAT5 par le STI571 qui serait responsable 
de la radiosensibilisation, ce qui est en accord avec nos résultats. D’autres auteurs 
encore ont montré in vitro une radiosensibilisation de lignées cellulaires de 
glioblastome par le STI571 (313, 314). In vivo, le STI571 entraîne également une 
radiosensibilisation de glioblastomes sur des modèles murins (315). Cette 
radiosensibilisation est expliquée par l’inhibition par le STI571 de l’activité de 
PDGFR-β et d’Akt associée à un clivage par la caspase 3 résultant en une 
augmentation de l’apoptose radio-induite. Les mécanismes évoqués pour expliquer 
cette radiosensibilisation sont donc multiples. 
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Utilisé à forte dose (7 µM), le STI571 majore l’effet anti-prolifératif des RI sur des 
lignées cellulaires de carcinome anaplasique de la thyroïde par inhibition de 
l’activation radio-induite de c-Abl et accumulation de p21 (316). Dans cette étude, le 
STI571 ne majore pas le niveau d’apoptose radio-induite mais induit une mort 
cellulaire par sénescence. Ces résultats sont en désaccord avec notre étude, qui 
montre que le STI571 inhibe la sénescence radio-induite. 
Dans les cellules de carcinome épidermoïde de cancer ORL PECA, le STI571 produit 
un effet radioprotecteur (317). 
Très récemment, Xu et al. ont montré que le STI571 pouvait majorer la 
radiosensibilité de cellules d’adénocarcinome prostatique résistantes aux androgènes 
(318). Dans ces cellules, le STI571 inhibe la translocation nucléaire radio-induite de 
RelB ainsi que l’activation de la voie PI3K/Akt. 
 
 Je souhaitais poursuivre ce travail sur le cancer du pancréas, en lien avec mon 
activité de recherche clinique. Le STI571 ne paraissait pas un médicament intéressant 
dans cette pathologie tumorale où la surexpression de PDGFR est un évènement rare 
et qui n’est pas porteuse de mutation de c-kit ni de Bcr-Abl. Par conséquent, nous 
avons décidé de nous intéresser à un autre inhibiteur de tyrosine kinase, le BIBW 
2992. 
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I. Introduction 

L’utilisation de médicaments ciblant spécifiquement les mécanismes de 
radiorésistance tumorale en association avec la radiothérapie constitue une voie de 
recherche prometteuse. L’étude des multiples voies de signalisation entrant en jeu 
dans la réponse aux radiations ionisantes a conduit au développement de 
nombreuses molécules permettant d’inhiber spécifiquement les mécanismes de 
radiorésistance de la cellule tumorale sans majorer, à priori, la réponse à l’irradiation 
des tissus sains. L’inhibition de l’EGFR dans le traitement des carcinomes 
épidermoïdes des voies aéro-digestives supérieures constitue un exemple récent du 
développement réussi des thérapeutiques ciblées combinées à la radiothérapie (128). 
En effet, l’EGFR joue un rôle important dans la radiorésistance des cellules 
tumorales. L’irradiation active précocément l’EGFR par sécrétion autocrine radio-
induite de TGFα  (113). Cette activation déclenche une cascade de signalisation 
intracellulaire aboutissant à une inhibition de l’apoptose et à une activation de la 
prolifération cellulaire et de l’angiogenèse (4). L’EGFR agirait aussi sur la réparation 
des lésions radio-induites via l’activation de DNA-PKcs, enzyme majeure du NHEJ 
(5). L’inhibition de l’activité de l’EGFR par un inhibiteur spécifique de tyrosine 
kinase (erlotinib, gefitinib) ou par un anticorps monoclonal (cetuximab) devrait par 
conséquent provoquer une radiosensibilisation. C’est le cas avec le cetuximab alors 
que les résultats obtenus in vitro avec les inhibiteurs de tyrosine kinase sont moins 
concluants (2, 4). Cette différence d’efficacité est peut-être dûe à la cytotoxicité à 
médiation cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) qui n’existe pas avec les 
inhibiteurs de tyrosine kinase (134). Par ailleurs, l’inhibition d’HER2 par le 
trastuzumab entraîne une radiosensibilisation dans les cellules surexprimant HER2, 
probablement par augmentation de l’apoptose radio-induite via une inhibition de la 
voie PI3K (6-8). Récemment, Toulany et al. ont montré l’importance des 
hétérodimères EGFR-HER2 dans la réponse aux radiations ionisantes (9). Inhiber à la 
fois EGFR et HER2 pour augmenter la radiosensibilité tumorale paraît donc une 
combinaison intéressante.  
 

Le BIBW 2992 est un inhibiteur irréversible spécifique des tyrosine kinases 
EGFR et HER2, dérivé des séries chimiques anilino-quinazolines conçues pour se lier 
de façon covalente aux résidus Cys773 d’EGFR et Cys805 d’HER2 (284). Des études 
précliniques réalisées par l’équipe INSERM U893 dirigée par Annette Larsen ont mis 
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en évidence une bonne efficacité du BIBW 2992 dans le cancer du colon. Annette 
Larsen et Vincent Favaudon m’ont proposé de poursuivre mon travail de thèse en 
étudiant l’efficacité du BIBW 2992 ainsi que son pouvoir radiosensibilisateur dans les 
cancers du pancréas. 

 
L’adénocarcinome du pancréas a un très mauvais pronostic du fait d’une part 

d’un diagnostic souvent tardif, et d’autre part d’une chimiorésistance et d’une 
radiorésistance importantes (10). Ceci est dû au fait que la quasi totalité des cancers 
du pancréas ont une protéine KRAS mutée (11, 12). Le rôle de KRAS dans la 
radiorésistance a été évoqué plus haut (cf. § II-4-2-d). Le traitement de référence des 
cancers du pancréas avancés est la gemcitabine (239). L’association à la gemcitabine 
d’un inhibiteur d’EGFR, l’erlotinib, améliore la survie d’un sous-groupe de patients 
que l’on ne sait pour l’instant pas identifier a priori (132, 254). Certains travaux relient 
l’efficacité de l’erlotinib à la surexpression d’HER3 (259, 260). La surexpression 
d’EGFR et d’HER2 étant un évènement fréquent dans les cancers du pancréas (319), il 
nous a semblé intéressant d’étudier l’efficacité du BIBW 2992 dans cette pathologie. 
Pour ce faire, nous avons choisi trois lignées cellulaires exprimant EGFR, HER2 et 
HER3 à des niveaux différents pour pouvoir observer un éventuel effet différentiel 
de la drogue en fonction du niveau d’expression de ces récepteurs. De même, nous 
avons choisi une lignée cellulaire KRAS wild type (BxPC3) et deux lignées KRAS 
mutées (Panc-1 et Capan-2) pour étudier l’influence de KRAS sur l’efficacité de la 
drogue et son interaction avec la réponse aux radiations ionisantes.  

 
Le but de cette deuxième partie de thèse était d’étudier l’efficacité du BIBW 

2992 dans trois lignées cellulaires d’adénocarcinome pancréatique et de rechercher 
un effet radiosensibilisateur en évaluant à la fois le potentiel cytotoxique (test de 
clonogénicité) et cytostatique (inhibition de la prolifération). En fonction des résultats 
obtenus, nous avions prévu d’étudier les modifications du taux d’apoptose, 
l’altération de la progression du cycle cellulaire induite par la combinaison des deux 
traitements, et l’altération par le BIBW 2992 des voies de signalisation dépendantes 
d’EGFR. L'étude est allée au-delà de ces premières intentions et ouvre une piste 
intéressante sur la régulation de la mitose et de la cytocinèse en tant que cible 
spécifique des cellules tumorales. 
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II. Résultats 

 II-1. Article n°2  
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II-2. Expériences complémentaires  

II-2-1. Phénotype épithélial ou mésenchymateux des lignées étudiées 
 
Plusieurs auteurs ont montré que la sensibilité à l’erlotinib, un inhibiteur de 

tyrosine kinase de l’EGFR, varie selon le statut épithélial ou mésenchymateux des 
cellules d’adénocarcinome pancréatique (258, 261). Par ailleurs, il est possible que les 
cellules mésenchymateuses soient plus résistantes à l’irradiation que les cellules 
épithéliales (320). Les lignées épithéliales sont définies par la présence d’E-cadhérine 
et l’absence de vimentine et de N-cadhérine ; à l’inverse, les lignées 
mésenchymateuses expriment la vimentine et la N-cadhérine mais pas l’E-cadhérine 
(321). Nous avons étudié l’expression de ces trois protéines par Westen blot (Figure 
38). En accord avec les auteurs, nous avons trouvé que la lignée BxPC3 présente un 
phénotype épithélial tandis que la lignée Panc-1 exprime un phénotype 
mésenchymateux (258, 261, 322). La lignée Capan-2 a un phénotype intermédiaire : 
elle n’exprime pas la E-cadhérine ni la N-cadhérine alors qu’elle exprime la 
vimentine. D’après Najakima et al., la lignée Capan-2 exprime la E-cadhérine, la N-
cadhérine et la vimentine, alors que pour Buck et al, elle exprime la E-cadhérine 
uniquement. Ces données, discordantes, suggèrent que la lignée Capan-2 a un 
phénotype instable. 
 

 
Figure 38 
Analyse par Western blot de l’expression d’E-cadhérine, 
N-cadhérine et vimentine dans les 3 lignées pancréatiques 
utilisées. 

 
 
 II-2-2. Inhibition prolongée de la phosphorylation d’HER3 
 
HER3 est un récepteur tyrosine kinase de 160 kDa. Son activité est très faible (81). Ses 
principaux ligands sont les neurégulines 1 et 2. Il est surexprimé dans 28 à 47% des 
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adénocarcinomes pancréatiques (323). HER3 ne forme pas d’homodimère mais 
uniquement des hétérodimères avec EGFR ou HER2 activant préférentiellement la 
voie PI3K/Akt (324). En effet, HER3 possède de multiples sites de fixation pour la 
sous-unité p85 de PI3K. Les travaux de Sergina et al. ont mis en évidence le rôle 
crucial d’HER3 dans la résistance aux inhibiteurs de tyrosine kinase dans les cancers 
du sein HER2+ (325). Les auteurs observent une inhibition transitoire de l’activité 
d’HER3 suivie d’un échappement après 48 h d’exposition à un inhibiteur d’EGFR. Ce 
phénomène serait dû à un mécanisme compensatoire médié par Akt et produisant 
une augmentation de l’expression membranaire d’HER3. Le BIBW 2992 inhibant la 
phosphorylation d’HER3, nous avons voulu rechercher un échappement dans les 
cellules BxPC3 et Capan-2 (les cellules Panc-1 n’exprimant pas HER3). Dans les 
cellules BxPC3 KRASwt, l’inhibition de la phosphorylation d’HER3 persiste jusqu’à 
120 h alors qu’elle disparaît après 48 h dans les cellules Capan-2 KRASmut. Ceci peut 
s’expliquer par le fait que la production de TGFα médiée par KRAS est plus 
importante dans les lignées mutées où KRAS est activée constitutivement, entraînant 
une surexpression des récepteurs malgré l’inhibition d’EGFR, HER2 et HER3 (117).  

 
 

BxPC3 

 
Capan-2 

 
 

Figure 39 
Analyse en Western blot de l’effet d’une exposition prolongée au BIBW 
2992 sur la phosphorylation d’HER3 dans les lignées BxPC3 et Capan-2. 

 
 



RÉSULTATS - DISCUSSION  

 158 

II-2-3. Radiosensibilité intrinsèque des trois lignées 

Les cellules porteuses d’une mutation de KRAS sont supposées être plus 
radiorésistantes que les celles KRAS wild type (13). Pour vérifier ce point, nous avons 
effectué un test clonogénique des lignées BxPC3 (KRASwt), Capan-2 (KRASmut) et 
Panc-1 (KRASmut) (Figure 40) exposées à des doses croissantes de rayonnement. On 
montre que les lignées BxPC3 et Capan-2 expriment la même radiosensibilité, alors 
que la lignée Panc-1 est significativement plus radiorésistante. Il n'y a donc pas de 
lien causal entre le statut de KRAS et la réponse au rayonnement dans ces lignées. 

 

 
Figure 40 
Survie des lignées BxPC3, Capan-2 et Panc-1 
après irradiation. 

 
 

II-2-4. Expression nucléaire et cytoplasmique de DNA-PKcs 

Selon Dittmann et al., les RI sont capables d'induire une translocation nucléaire 
de la forme activée d’EGFR responsable d’une augmentation de l’activité DNA-PK 
(87) contribuant à la radiorésistance des cellules surexprimant EGFR. De fait, 
l’inhibition de l’activation radio-induite d’EGFR par le cetuximab entraîne une 
augmentation de la radiosensibilité parallèlement à la séquestration cytoplasmique 
d'une forme de DNA-PKcs liée à l’EGFR (120). Nous avons donc étudié les variations 
du niveau d’expression nucléaire et cytoplasmique de DNA-PKcs dans les trois 
lignées cellulaires utilisées exposées au BIBW 2992 et/ou aux RI. Nous n'avons pas 
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constaté de variation significative du taux de la forme nucléaire de DNA-PKcs. Au 
niveau cytoplasmique, nous nous attendions à trouver une diminution radio-induite 
de l’expression de DNA-PKcs et qui serait inhibée en présence de BIBW 2992. C’est le 
cas dans les Panc-1 (Figure 41). En revanche, nous avons observé le contraire dans les 
BxPC3 et les Capan-2, c'est-à-dire que l’expression de DNA-PKcs n'est pas modifiée 
ou qu'elle est légèrement diminuée en présence du BIBW 2992. 
 

 
Figure 41 
Analyse en Western blot de l’expression nucléaire et cytoplasmique de DNA-PKcs 
dans les lignées BxPC3, Panc-1 et Capan-2. 
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III – Discussion - Conclusions 2ème partie 
 
 Dans notre étude, le BIBW 2992 produit un effet cytotoxique et 
radiosensibilisateur dans les cellules d’adénocarcinome pancréatique BxPC3 et 
Capan-2. Les cellules Panc-1 ne sont pas sensibles à cet inhibiteur. Elles ne sont pas 
sensibles non plus au lapatinib, un autre inhibiteur d’EGFR et HER2 (319, 326). 
L’effet cytotoxique du BIBW 2992 est indépendant du statut KRAS puisque les 
cellules BxPC3 sont KRAS wild type alors que les Capan-2 ont un gène KRAS muté. Il 
semble plutôt corrélé au niveau d’expression des récepteurs EGFR, HER2 et HER3. 
Komoto et al. rapportent que l’efficacité du lapatinib dans des lignées pancréatiques 
est corrélé au niveau d’expression de HER2 et non d’EGFR (319). Dans l’étude de 
Kimple et al., le pouvoir cytoxique du lapatinib dans des lignées pancréatiques 
semblent aussi corrélé au niveau d’expression d’HER2 et, dans une moindre mesure, 
d’HER3 (326). Selon d’autres auteurs, la réponse à l’erlotinib, un inhibiteur d’EGFR, 
est corrélé au niveau d’expression d’HER3 dans des lignées cellulaires de cancer du 
pancréas (259, 260). Ces résultats sont à considérer avec précaution car, selon la 
technique choisie pour étudier le niveau d’expression des récepteurs, celui-ci peut 
être très différent. Par exemple, les cellules Panc-1 ont un bas niveau d’expression 
d’HER2 déterminé par cytométrie en flux (267, 319) ou par Western blot (255, 259), 
alors que l'analyse par RT-PCR quantitative indique qu'elles détiennent un nombre 
de copies d’ARN messager d’HER2 élevé (326). Selon d’autres auteurs, la sensibilité à 
l’erlotinib, un inhibiteur de tyrosine kinase d’EGFR, dépendrait du statut épithélial 
ou mésenchymateux des cellules d’adénocarcinome pancréatique (258, 261). Ce n’est 
pas ce qui ressort de notre étude. 

L’effet cytotoxique obtenu avec le BIBW 2992 est en accord avec les résultats 
observés in vitro par Larbouret et al. avec une association d’un inhibiteur d’EGFR, le 
cetuximab, et d’un inhibiteur d’HER2, le trastuzumab sur deux lignées cellulaires de 
cancer du pancréas (327), ainsi qu’avec ceux de Kimple et al. utilisant lapatinib (326). 
Les résultats de Larbouret et al. ont été confirmés in vivo sur des xénogreffes de 
souris, ainsi que ceux de Komoto et al. (319, 328). De même, nos résultats devront être 
transposés in vivo avant d’envisager un essai clinique chez des patients. Ce d’autant 
plus que les expériences réalisées in vitro sur des lignées cellulaires ne permettent pas 
d’évaluer l’impact de l’inhibition d’EGFR sur l’angiogenèse, qui ne serait pas 
négligeable (4, 329, 330). 
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 Le mécanisme responsable de l’effet radiosensibilisateur observé dans notre 
étude avec le BIBW 2992 n’est probablement pas univoque. Classiquement, une 
molécule peut produire un effet radiosensibilisateur par l’un des trois mécanismes 
suivants : majoration de l’apoptose radio-induite, altération de la réparation des 
lésions radio-induites ou effet sur le cycle cellulaire avec abrogation de l’arrêt en 
G2/M. La majorité des auteurs rapportent que l’inhibition d’EGFR entraîne une 
augmentation du niveau d’apoptose radio-induite. Ce n’est pas le cas dans notre 
étude. Utilisé seul, le BIBW 2992 augmente de manière significative le taux 
d’apoptose uniquement dans la lignée Capan-2 qui n’a pas de mutation de TP53. En 
combinaison avec l’irradiation, la drogue ne majore pas le niveau d’apoptose radio-
induite, voire même le diminue dans les cellules BxPC3. Notre hypothèse est que le 
BIBW 2992 entraîne préférentiellement dans ces cellules une mort mitotique, comme 
le est suggère la présence de micro-noyaux. Ceci reste à confirmer. 
 Concernant le cycle cellulaire, la présence du BIBW 2992 induit une 
accumulation transitoire des cellules en phase G1 associée à une déplétion de la 
phase S après 24 h d’exposition à la drogue. Ce bloc est toutefois de faible importance 
et réversible. Cet effet de la drogue sur le cycle cellulaire n’est pas assez puissant 
pour inhiber l’arrêt des cellules en G2/M radio-induit. Dans les cellules Panc-1, il est 
seulement un peu moins important. Dans les cellules BxPC3 et Capan-2, il est  
également réduit mais surtout décalé de 24 h. Une inhibition de l’arrêt en G2/M 
radio-induit aurait pu entraîner une radiosensibilisation en laissant moins de temps 
aux cellules pour réparer les lésions de l’ADN radio-induites (331) mais ici, le fait que 
ce bloc soit seulement réduit et retardé ne suffit pas à expliquer la 
radiosensibilisation observée dans notre étude. 
 L’inhibition de l’EGFR peut produire une altération de la réparation des CDB 
via son interaction avec DNA-PK, enzyme majeure du NHEJ. En effet, l’activation 
radio-induite d’EGFR entraîne une translocation nucléaire d’une forme activée 
d’EGFR liée à DNA-PK (87, 119). L’inhibition d’EGFR provoque alors une 
séquestration cytoplasmique de DNA-PK empêchant son action dans la réparation 
(120). En présence de BIBW 2992, nous avons observé ce phénomène uniquement 
dans la lignée cellulaire Panc-1, la moins radiosensible, alors que le phénomène 
inverse était observé dans les lignées BxPC3 et Capan-2. Selon Toulany et al., l’effet 
radiosensibilisateur d’un inhibiteur de l’EGFR, le BIBX1382BS, observé dans la lignée 
de carcinome bronchique A549 KRASmut serait dû à une diminution de la capacité des 
cellules à réparer les CDB radio-induites (118). Dans leur modèle, EGFR activerait 
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directement la voie PI3K/Akt indépendamment de KRAS, et ce serait Akt qui 
activerait DNA-PKcs en la phosphorylant sur le résidu Thr2609. Nous avons donc 
étudié l’effet du BIBW 2992 sur l’activation radio-induite d’Akt et de DNA-PKcs. Le 
BIBW 2992 inhibe la phosphorylation radio-induite d’Akt sur le résidu Ser473 dans 
les lignées BxPC3 et Capan-2 mais pas dans la lignée Panc-1 qui est, rappelons le, 
résistante à la drogue. Cette inhibition d’Akt est suivie d’une inhibition de la 
phosphorylation radio-induite de DNA-PKcs sur le résidu Thr2609 par le BIBW 2992 
dans les cellules Capan-2 KRASmut mais pas dans les cellules BxPC3 KRASwt.  

Nos résultats suggèrent que l’effet radiosensibilisateur observé en présence du 
BIBW 2992 dans les cellules BxPC3 KRASwt et les cellules Capan-2 KRASmut pourrait 
être expliqué par des mécanismes différents selon le type cellulaire. En effet, l’effet 
observé dans la lignée Capan-2 peut s’expliquer par une majoration du taux 
d’apoptose radio-induite et une diminution de la réparation des CDB alors que ces 
mécanismes n’entrent pas en jeu dans la radiosensibilisation observée dans les 
cellules BxPC3. Le BIBW 2992 entraînerait préférentiellement dans ces cellules une 
mort mitotique, comme le suggère la présence de micro-noyaux.  

Partant de ce fait, nous nous sommes intéressés à l’influence du BIBW 2992 sur 
la mitose. On sait que que les kinases Aurora A et B sont fréquemment surexprimées 
dans les cancers du pancréas (332, 333) et jouent un rôle majeur dans la mitose. 
Schématiquement, Aurora A contrôle la formation des centrosomes et du fuseau 
mitotique tandis qu’Aurora B joue un rôle majeur dans la cytocinèse (334). Hung et 
al. ont montré qu’EGFR forme au niveau du noyau un complexe avec STAT5 
induisant la surexpression d’Aurora A (335). La surexpression d’Aurora A entraîne 
une instabilité chromosomique. Nous avons observé une augmentation du 
pourcentage de cellules porteuses d’un nombre anormal de centrosomes après 
irradiation dans les trois lignées pancréatiques étudiées. En présence de BIBW 2992, 
ce pourcentage diminue significativement dans les lignées BxPC3 et Capan-2. Le lien 
entre EGFR et les kinases Aurora A et B doit être étudié de manière plus 
approfondie, notamment grâce à l’utilisation d’inhibiteurs spécifiques des kinases 
Aurora A et B. Des données suggèrent que l’inhibition de l’activité de ces kinases 
produirait un effet radiosensibilisateur (336, 337). 
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Les thérapies dites “ciblées” cherchent à réprimer l'une des fonctions 

cellulaires caractéristiques du cancer telles que la croissance tumorale, la néo-
angiogenèse ou le pouvoir métastatique par ciblage de gènes ou produits de gènes 
qui déterminent ces fonctions et diffèrent sensiblement entre cellules normales et 
tumorales. Les inhibiteurs de tyrosine kinase ont été très étudiés dans cette optique et 
donnent actuellement, tant au laboratoire qu’en clinique, des résultats prometteurs. 
Ils agissent principalement en perturbant les voies de transduction des signaux. Or, 
on sait maintenant que la réponse aux radiations ionisantes dépend de certaines de 
ces voies de signalisation, en particulier pour l’induction de la réparation de l’ADN, 
de l’arrêt du cycle cellulaire, et du contrôle de la mitose et de l’apoptose. L'altération 
des voies de signalisation qui déterminent ces mécanismes est donc susceptible 
d'influencer la réponse aux rayonnements ionisants. Nous avons choisi deux 
inhibiteurs de tyrosine kinase pour tenter de mieux comprendre les mécanismes qui 
sous-tendent cette modulation. Le premier étudié, le STI571 (imatinib ou Glivec®), 
représente l’archétype des agents de thérapie ciblée. En effet, le STI571 inhibe 
spécifiquement la tyrosine kinase Bcr-Abl  résultant de la fusion des gènes BCR et 
ABL, en relation avec une anomalie chromosomique caractéristique de la leucémie 
myéloïde chronique. Nous avons montré que le STI571 induit un effet 
radiosensibilisateur dans la lignée cellulaire de LMC K562. Le mécanisme 
responsable de cet effet pourrait être une abolition de l’arrêt en G2/M radio-induit. 
Le second inhibiteur que nous avons étudié est le BIBW 2992. Cet agent inhibe 
spécifiquement et de manière irréversible le site catalytique à activité tyrosine kinase 
des récepteurs EGFR et HER2. Nous montrons qu'il produit un effet 
radiosensibilisateur dans les lignées de cancer du pancréas BxPC3 et Capan-2 
indépendamment de leur statut KRAS. Le mécanisme responsable de cet effet semble 
varier avec la lignée cellulaire. En effet, l’effet observé dans la lignée Capan-2 peut 
s’expliquer par une majoration du taux d’apoptose radio-induite et une diminution 
de la réparation des cassures double-brin de l'ADN alors que le BIBW 2992 paraît 
orienter préférentiellement les cellules BxPC3 vers la mort mitotique par 
dérégulation de la transition mitotique. 
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De manière plus générale, nos travaux s’intègrent dans un corpus de 
recherche en plein développement et qui s'intéresse aux mécanismes et aux 
applications de la modulation de la réponse aux radiations ionisantes par les agents 
de thérapie ciblée. Notons d'emblée que l’efficacité de ce type d’approche est limitée 
par la biologie tumorale, l’inhibition d’une cible pouvant avoir un effet différent 
selon les cas. Par exemple, l’inhibition sélective de c-Abl par le STI571 entraîne un 
effet radiosensibilisateur uniquement dans certains types cellulaires. Le concept 
d’inhibition sélective dépend donc non seulement de l’expression de la cible mais 
également du rôle qu'elle occupe dans les cascades de signalisation qui contrôlent la 
survie cellulaire après irradiation, cette implication pouvant être extrêmement 
variable d’un type cellulaire à l’autre, et pouvant même varier entre les différentes 
cellules d’une même tumeur en fonction de leur statut métabolique ou de leur dérive 
génétique. 

Une stratégie alternative au ciblage spécifique consiste à cibler simultanément 
plusieurs mécanismes impliqués dans la survie de la cellule cancéreuse après 
irradiation, comme l’arrêt en phase G2 du cycle cellulaire, l'induction de l’apoptose 
ou l'inhibition de la réparation de l’ADN afin d’accroître la radiosensibilité tumorale. 
Les thérapeutiques dirigées spécifiquement contre une fonction biochimique 
spécifique telle l’activité d'une tyrosine kinase spécifique d'un substrat particulier, 
sont en général efficientes mais la survenue d’une seule mutation de leur cible peut 
les rendre inefficaces. Leur bonne utilisation nécessite a priori la recherche de 
mutations de la cible et des voies de signalisation sous-jacentes. Ainsi, la présence 
d’une mutation de KRAS confère une résistance aux anticorps inhibant l’EGFR dans 
les cancers coliques. Par ailleurs, nos résultats ajoutent à la controverse sur le rôle de 
KRAS dans la réponse aux radiations ionisantes, au motif que nous observons un 
effet radiosensibilisateur du BIBW 2992 à la fois sur une lignée KRASwt et une lignée 
KRASmut. D’autres voies de signalisation sont donc impliquées dans la réponse aux 
radiations ionisantes de ces cellules. Ces voies devront être caractérisées dès lors 
qu'un essai clinique sera envisagé. Enfin, il faut rappeler que les approches in vitro ne 
permettent pas d’évaluer l’impact des drogues sur l’environnement tumoral, en 
particulier l’environnement vasculaire. Une évaluation in vivo de l’effet de ces 
traitements est donc indispensable. Nous devons malheureusement constater 
l’absence de modèles pré-cliniques fiables permettant d’évaluer les effets de ce type 
d’approche sur les tissus sains et tout particulièrement les effets tardifs. 
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L’effet radiosensibilisateur du ST571 sur les cellules de LMC a été confirmé sur 
d’autres types cellulaires que la lignée K562. Cependant, les débouchés 
thérapeutiques de l’association du STI571 à l’irradiation paraissent assez limités. En 
effet, lors du traitement de la LMC, la seule situation où les patients ont recours à la 
radiothérapie est l’irradiation corporelle totale de conditionnement avant greffe, 
situation dans laquelle une association à un traitement par STI571 n'a qu'un intérêt 
mineur, sauf à permettre de réduire significativement la dose délivrée aux tissus 
sains. En revanche, l’utilisation du STI571 comme radiosensibilisateur dans le 
traitement des glioblastomes surexprimant PDGFR se place dans une perspective 
thérapeutique intéressante. Le STI 571 est d'ailleurs à l’étude dans plusieurs essais 
cliniques chez des patients présentant un glioblastome en rechute. Le BIBW 2992 
(Tovok), quant à lui, est en cours de développement dans de nombreuses 
localisations tumorales, en particulier dans les cancers broncho-pulmonaires, les 
cancers coliques et les cancers des voies aéro-digestives supérieures. Les résultats de 
ces essais de phase II sont très prometteurs, une étude de phase III ayant même 
débuté dans le traitement des cancers bronchiques métastatiques présentant une 
mutation d’EGFR (essai LUX-Lung 3). L'efficacité du BIBW 2992 dans le traitement 
des adénocarcinomes du pancréas reste à évaluer in vivo. 

D’autres inhibiteurs dirigés contre des récepteurs ou des voies de signalisation 
ubiquitaires sont en cours de développement. Les inhibiteurs d’IGF1R en sont un 
exemple. L’activité IGF1R semble indispensable à la croissance d’un grand nombre 
de modèles tumoraux alors que son inhibition n’affecte pas les tissus sains, ce qui 
devrait permettre d’obtenir un effet différentiel. L’avantage de ce type d’approche est 
de ne pas dépendre trop étroitement de la biologie tumorale. Ainsi, le fait que le 
récepteur-cible, IGF1R, possède une activité pléïotrope sur les voies de signalisation, 
peut nous faire penser qu’une seule mutation des voies de signalisation aval 
n’entraînera pas l’inefficacité de cette approche. 

Dans le cadre des essais cliniques précoces évaluant l’intérêt d’une nouvelle 
drogue combinée à l’irradiation, il est important de rappeler que la toxicité de telles 
combinaisons n’est pas nécessairement la somme de la toxicité habituelle de la 
radiothérapie plus celle de la nouvelle drogue. Par ailleurs, les doses et schémas 
d’administration de la drogue sont susceptibles d'induire des variations majeures des 
profils de toxicité. Une évaluation incorrecte peut conduire à deux types d’erreurs 
distinctes, soit un abandon injustifié, soit l'adoption d’une combinaison 
drogue/radiothérapie aboutissant à un niveau de toxicité inacceptable. Au nombre 
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des aspects majeurs devant être définis avant d'envisager l'association à la 
radiothérapie de nouvelles molécules, nous mettrions l'accent sur quatre points :  
- Quel type de tumeur, quel profil biologique tumoral est-il susceptible de 
bénéficier du traitement combiné ? 
- Quel doit être le schéma optimal d’administration de la drogue au décours de la 
radiothérapie ? 
-  Quel est le profil de toxicité, est-il tolérable ? 
- Le bénéfice obtenu justifie-t-il le coût financier – souvent considérable – de la 
drogue ? 
 En définitive, la définition des objectifs et de la méthodologie des essais 
cliniques associant thérapies ciblées et radiothérapie ne fait pas encore l'objet d'un 
consensus universel. Ce facteur sera une des clefs pour le succès du développement 
des traitements combinés. 
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RÉSUMÉ 
Les associations chimioradiothérapies occupent une place importante dans le traitement des 
cancers. De nouveaux médicaments ciblent spécifiquement la cellule tumorale. Ces thérapies 
ciblées peuvent agir sur les mécanismes de radiorésistance tumorale et sont prometteuses en 
association avec la radiothérapie. Le STI571 (imatinib ou Glivec®) inhibe spécifiquement 
l’activité tyrosine kinase de Bcr-Abl. Il entraîne une radiosensibilisation dans la lignée de 
leucémie myéloïde chronique K562 en agissant sur le cycle cellulaire. Le BIBW2992 est un 
inhibiteur sélectif d’EGFR et HER2, responsable d’une cytotoxicité et d’une 
radiosensibilisation des cellules d’adénocarcinome pancréatique BxPC3 et Capan-2, 
indépendamment de leur statut KRAS. Le mécanisme sous-jacent cette radiosensibilisation 
n’est pas univoque, faisant intervenir à la fois des modifications du cycle cellulaire et une 
induction de la mort mitotique. Nos résultats montrent que l’association d’un inhibiteur de 
tyrosine kinase aux radiations ionisantes peut entraîner une radiosensibilisation in vitro dont 
les mécanismes sont variables en fonction du type de lignée cellulaire.  
 
Mots-clés : chimioradiothérapie, radiations ionisantes, radiosensibilisation, inhibiteur de de 
tyrosine kinase, STI571, leucémie myéloïde chronique, BIBW 2998, cancer du pancréas, 
EGFR, HER2, KRAS. 
 

ABSTRACT 
Concurrent chemoradiation is one of the main weapon in the treatment of cancer. The 
targeted therapies may act on the mechanisms of tumor resistance to radiation and are 
therefore very promising in combination with radiotherapy. The STI571 (imatinib or Gleevec 
®) inhibits specifically the Bcr-Abl tyrosine kinase. It leads to radiosensitization in K562 
chronic myeloid leukemia cell line by alterations of the cell cycle. The BIBW2992 is a selective 
inhibitor of EGFR and HER2. The BIBW 2992 shows cytotoxic and radiosensitizing effects on 
pancreatic adenocarcinoma cells BxPC3 and Capan-2, regardless of KRAS status. The 
mechanism underlying this radiosensitization is not unequivocal, involving both changes in 
the cell cycle and induction of mitotic death. Our results show that the combination of an 
inhibitor of tyrosine kinase with ionizing radiation may lead to a radiosensitization in vitro 
with mechanisms depending on the type of cell line. 
 
Key-words: chemoradiation, ionizing radiation, radiosensitization, tyrosine kinase inhibitor, 
STI571, chronic myeloid leukemia, BIBW 2998, pancreatic adenocarcinoma, EGFR, HER2, 
KRAS. 
 
Directeur de thèse et du laboratoire : Dr. Vincent Favaudon, U 612 Inserm 
Institut Curie-Recherche, Bâts. 110-112, Centre Universitaire, 91405 Orsay Cedex  



 

 186 

Tél. 01 69 86 31 88   vincent.favaudon@curie.u-psud.fr 


