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Abstract 

Tumorigenesis is caused by a series of defects that occur within the cancer cell and its 
microenvironment. These abnormalities allow the tumor cell to develop its own strategies for 
growth, proliferation, differentiation and metabolism. In the last, cancer cells favor lactic 
fermentation instead of oxidative phosphorylation OXPHOS (respiration). This metabolic 
adaptation is called the Warburg effect. 
We proposed an innovative therapeutic concept based on the induction of metabolic changes by the 
use of dichloroacetate (DCA) and this is associated with immunotherapy using activated NK cells. 
DCA, a pyruvate dehydrogenase kinase (PDK) inhibitor, induces the activation of pyruvate 
dehydrogenase (PDH), responsible for the catalysis of pyruvate to acetylcoenzyme A (Ac-CoA), 
promoting the oxidation of glucose/pyruvate in the mitochondria. DCA has been used for a long 
time as a cholesterol-lowering and anti-lactic acidosis therapy. My team has previously shown that 
the metabolic change allows tumor cells to escape the immune response. I have observed that DCA 
treatment induced a high upregulation of mRNA and protein expression of the stress ligands MICA, 
MICB and ULBP1. These are recognized by the NK cell activating receptor NKG2D, inducing a 
NK cell-mediated cytotoxic response against tumor cells. DCA-induced expression of these stress 
ligands depends on wtp53 expression on the tumor cell. 
On the other hand, we evaluated the effect of DCA on the expression of ABC carriers, which 
intervene in the efflux of anticancer agents used in chemotherapy. The expression of ABC carriers 
is strongly related to drug resistance phenotypes. We observed that DCA causes a decrease in the 
expression of ABCB1, ABCC1, ABCC5 and ABCG2 in wtp53 cells while it induces an increase in 
mutantp53 or nullp53 cells. Conversely, DCA-induced accumulation of antitumor drugs, i.e. 
daunorubicin, and favors chemotherapy-induced tumor death only in wtp53-expressing cancer cells. 
The promoters of these ABC transporters and the stress proteins presented above contain several 
binding sites specific to the transcription factor MEF2, which is the target of ERK5. We have found 
that in addition to the ability to change tumor metabolism, DCA modifies the expression ABCB1, 
ABCC1, ABCC5 and ABCG2 by activation of the ERK5 / MEF2 pathway. These results are 
confirmed in various cell lines, in cells derived from patients and in an in vivo model. 
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Résumé 
 
La formation et le développement d’une tumeur sont provoqués par une série de défauts qui se 
produisent à l'intérieur de la cellule cancéreuse et dans son microenvironnement. Ces anomalies 
permettent à la cellule de développer ses propres stratégies de croissance, de prolifération, de 
différenciation et de métabolisme. 

La modification du métabolisme respiratoire est l'une des stratégies utilisée  par les cellules 
cancéreuses favorisant la  fermentation lactique au lieu de la phosphorylation oxydative OXPHOS 
(respiration). Cette adaptation métabolique porte le nom d’effet Warburg. 

Nous avons proposé un concept thérapeutique novateur basé sur l'induction de changements 
métaboliques par l'utilisation de dichloroacétate (DCA) associée avec l'immunothérapie en utilisant 
les cellules NK activées. Le DCA, molécule inhibitrice de la PDK, induit l'activation de la PDH, 
responsable de la catalyse de pyruvate en Acétylcoenzyme A (Ac-CoA), favorise alors l’oxydation 
du glucose dans la mitochondrie. Le DCA a déjà été utilisé depuis longtemps comme traitement 
hypocholestérolémiant et bloquant l’acidose lactique. Notre équipe a montré auparavant que le 
changement métabolique permet aux cellules tumorales d'échapper à la réponse immune. 
Nous avons observé que le traitement par DCA induisait, dépendant  du phénotype p53, une forte 
up-régulation de l'expression du ARNm et des protéines de stress MICA, MICB et ULBP1, ligands 
spécifiques des récepteurs activateurs NKG2D des cellules NK induisant alors une 
réponse  cytotoxique contre les cellules tumorales. 
D'autre part nous avons évalué l'effet de DCA sur l'expression des transporteurs ABC qui 
interviennent dans l'efflux des agents anticancéreux utilisés dans la chimiothérapie. L'expression 
des transporteurs ABC était fortement liée aux phénotypes de chimiorésistance. Nous avons bien 
confirmé que le DCA provoque une diminution de l'expression des transporteurs ABCB1, ABCC1, 
ABCC5 et ABCG2 dans les cellules wtp53  alors  qu'il induit une augmentation d'expression dans 
les cellules mutantp53 ou nullp53. 
Les promoteurs des transporteurs et les protéines de stress étudiés comportent également plusieurs 
sites de liaison spécifique  au  facteur de transcription MEF2, qui est la cible d’ERK5. Nous avons 
bien constaté qu'en plus de ca capacité de changer le métabolisme tumorale, le DCA modifie 
l'expression des transporteurs ABCB1, ABCC1, ABCC5 et ABCG2 par l'activation de la voie 
ERK5/MEF2 .Ces résultats sont confirmés dans diverses lignées cellulaires, ainsi que dans des 
cellules issues de patients et dans un modèle in vivo. 
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AVANT PROPOS 
 
Dans notre société actuelle, le cancer forme un enjeu de santé publique fort puisque plus de un tiers 

des décès masculins et un quart des décès féminins lui sont dus avec environ 17,1 millions le 

nombre de nouveaux cas en 2014. 

Le cancer est une maladie grave qui se traduit par une série de défauts qui se produisent à l'intérieur 

de la cellule aboutissant à une perturbation de la communication cellulaire, associée à une absence 

de mort cellulaire, engendrant le développement d'amas de cellules cancéreuses (appelé tumeur) qui 

échappent aux règles de fonctionnement du corps. 

La cellule cancéreuse est donc une cellule déréglée qui se multiplie de façon anarchique donnant 

naissance à des tumeurs de plus en plus grosses qui se développent en envahissant puis détruisant 

les zones qui les entourent. En détruisant son microenvironnement, le cancer peut devenir un réel 

danger pour la survie de l'être vivant. 

Les avancées récentes dans le diagnostic et la disponibilité de divers traitements destinés contre  

certains cancers, ont permis de diminuer remarquablement l'incidence de décès dans le monde et 

d'améliorer la qualité de vie des patients. 

Cependant, Malgré les progrès thérapeutiques, le cancer forme encore un problème public suite aux 

nombres d'échecs liés à certains types de traitements. 

Bien que la chimiothérapie occupe une place considérable dans le traitement des cancers, 

notamment pour ceux qui ne peuvent pas être traités par chirurgie ou radiothérapie, comme les 

lymphomes, leucémies et tumeurs métastatiques. Malheureusement, très peu parmi les patients 

traités auront une rémission prolongée à cause de la résistance fréquente des cellules cancéreuse à la 

chimiothérapie. 

Cette chimiorésistance résulte souvent de la présence d’un système d’efflux capable de diminuer la 

concentration intracellulaire de nombreux médicaments, diminuant ainsi leur activité. 

 Ce mécanisme de résistance est conféré à des transporteurs (protéines) membranaires, membres de 

la superfamille des transporteurs ABC notamment les transporteurs ABCB1, ABCC1, ABCC5 et 

ABCG2 (Breast Cancer Resistance Protein). 

Les deux grandes approches utilisées à ce jour pour tenter de pallier la résistance aux agents 

anticancéreux sont : 

* La recherche de nouvelles drogues ayant une forte toxicité cellulaire ou des drogues qui ciblent 

sélectivement les cellules cancéreuses. 

* La recherche d’inhibiteurs de l’efflux des drogues, qui sont des composés à utiliser en 

combinaison avec des anticancéreux, afin de resensibiliser la cellule aux traitements. 
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Malgré ces tentatives thérapeutiques pour "corriger" la chimiorésistance, aucun traitement fiable 

n'est disponible sur le marché. Dans ce contexte, plusieurs équipes ont orienté leurs attentions à 

d’autres méthodes puisque les thérapies courantes mises en place comme la chimiothérapie ou la 

radiothérapie révèlent souvent des effets limités, ce qui met en évidence la nécessité du 

développement de nouvelles approches pour le traitement des cancers. 

Dans ce contexte, cibler le système immunitaire, parait une cible prometteuse puisqu' il est capable 

de neutraliser les cellules transformées sans aucun effet néfaste sur les cellules saines. 

L’immunité, en tant que « la science de la défense contre le non-soi dans le respect de soi» (Jean 

Dausset, immunologiste français, prix Nobel en 1980 pour sa découverte en 1958 du complexe 

majeur d’histocompatibilité), assure un rôle cruciale dans l'élimination des agents pathogènes. 

Depuis peu de temps plusieurs recherches ont suggéré que l'immunothérapie est devenue l'une des 

voies de recherches majeures pour combattre le cancer et elle consiste à stimuler le système 

immunitaire pour tuer les cellules tumorales et empêcher leurs proliférations. Divers résultats ont 

suggéré que les cellules Natural Killer (NK), peuvent être utilisées en tant qu'une thérapie 

naturelle pour lutter contre le cancer. Les cellules NK sont des lymphocytes de l'immunité inné, 

représentant 10 à 15% des lymphocytes circulants impliqués dans la reconnaissance et l'élimination 

des cellules tumorales ou infectées par des pathogènes intracellulaires.  

Depuis la découverte  de la théorie de l’immunosurveillance en 1957 par Burnet et Thomas, le 

monde scientifique s’est efforcé d’identifier les cellules immunitaires impliquées dans ce processus. 

Les cellules NK constituent donc une composante majeure de l’immuno-surveillance innée dans 

plusieurs cancers hématologiques et solides. L’activité des lymphocytes NK passe principalement 

par une grande variété de récepteur avec un rôle activateur ou inhibiteur. Parmi les récepteurs 

activateurs présents à la surface des lymphocytes NK, le récepteur NKG2D  qui a un rôle majeur 

dans la toxicité directe contre la cellule cible grâce à sa capacité d'interagir avec divers types de 

ligands (tel que MICA, MICB, ULBP1) exprimés sur la surface des cellules tumorales. 

Au cours de notre travail, nous avons essayé d’améliorer les résultats obtenues par les traitements 

classiques dirigés contre le cancer (Immunothérapie et chimiothérapie) par l'utilisation d'une 

molécule pharmacologique utilisé depuis longtemps dans le traitement de l’acidose lactique 

congénitale. Il s’agit donc d’une molécule générique (non brevetable et peu couteuse) relativement 

non-toxique.  

Le cardiologue Evangelos Michelakis et son équipe croient que le DCA pourrait bientôt être utiliser 

efficacement pour traiter de nombreuses formes de cancer puisque en 2007, le professeur E. 

Michelakis a montré que le DCA entraîne la régression de plusieurs cancers, notamment ceux du 

poumon, du sein et les tumeurs cérébrales.  
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Le présent travail est divisé en quatre chapitres, le premier est une synthèse bibliographique dans 

laquelle nous avons étudié deux traitements courament utiliser (la chimiothérapie et 

l'immunothérapie); nous avons décrit d'abord les mécanismes de la chimiorésistence et l'implication 

des transporteurs ABC dans l'échec de traitement chimiothérapeutique et ensuite nous avons décrit  

les mécanismes mis en place par les cellules tumorales pour échapper à l’immunosurveillance.  

Le deuxième chapitre comprend une description du matériel et des méthodes utilisés pour la 

réalisation de ce présent travail. 

Le troisième chapitre comporte les résultats qui ont fait l’objet de deux publications. 

Le quatrième est dernier chapitre clôture ce manuscrit par une discussion générale des résultats 

obtenus et les perspectives.  
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CHAPITRE1 : CANCER 

 

I- Généralités : 

Le cancer est le résultat  d'une division incontrôlée des cellules qui  acquièrent une capacité 

importante de s'infiltrer à intérieur des vaisseaux lymphatiques ou sanguines et perdent tous 

systèmes de régulations de la division. Le cancer est donc une maladie chronique, possiblement 

mortelle, probablement lié à des mutations des gènes dont des altérations des oncogènes où des 

gènes suppresseurs de tumeurs ont été largement documenté dans la genèse du cancer (Dean, 1998 ; 

He et al., 2007). 

Au cours des 30 dernières années, il a été établi que la transformation d'une cellule normale en une 

cellule tumorale est le résultat d’un processus qui se déroule en plusieurs étapes, avec de multiples 

mutations génétiques des cellules qui les permettent de s'échapper aux contrôles cellulaires. Il est 

également bien documenté que le développement du cancer dépend de changements dans 

l’environnement et les interactions entre les cellules tumorales et les cellules normales (Hanahan et 

Weinberg, 2000). 

 

Les principales caractéristiques des cellules  cancéreuses par rapport aux cellules normales sont au 

nombre de 10 comme décrit dans la revue de Hanahan et Weinberg (2011). Ces dix caractéristiques 

sont décrites comme suit (figure 1) :  

1. Le maintien de la prolifération cellulaire: Les cellules se reproduisent sans cesse et sont 

insensibles aux signaux d’arrêt de croissance en provenance des cellules voisines 

2. L’échappement des signaux des suppresseurs de croissance 

3. La résistance à la mort cellulaire 

4. L’immortalisation réplicative : Le processus d’apoptose ou de « suicide » cellulaire, qui se 

déclenche normalement lorsqu’une cellule est déréglée, ne fonctionne plus 

5. L’induction d’angiogenèse : La formation de nouveaux vaisseaux sanguins, appelée angiogenèse 

tumorale : Ces vaisseaux sont indispensables à la croissance des tumeurs, car ils leur apportent des 

nutriments et de l’oxygène (sinon, les tumeurs ne peuvent croître au-delà de 1 mm) 

6. L’activation de l’invasion et de la formation de métastases 

7. La reprogrammation du métabolisme énergétique 

8. L’échappement au système immunitaire 

9. L’instabilité génique. 

10. L’environnement inflammatoire promu par le cancer (Hanahan et Weinberg, 2011).  
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Fig.1: Caractéristiques des cellules cancéreuses (Hanahan et Weinberg, 2011). 

 

II- Cancer de sang: 

1-Introduction: 

Les cancers hématologiques ou cancer de sang sont des cancers développés à partir de cellules du 

sang : globules blancs, globules rouges et plaquettes. Ils sont dus à des altérations de ces cellules à 

différents stades de leur maturation: altération de l'hématopoïèse. 

On distingue 3 grandes familles de cancers du sang : 

· les leucémies, caractérisées le plus souvent par la présence de cellules anormales 

circulant dans le sang ; 

· les myélomes, qui se manifestent notamment par des lésions osseuses, 

· et les lymphomes, qui touchent principalement les ganglions est le type de cancer le plus 

présent  (figure 2 et figure 3) (Betts et al., 2013).  

Des études statistiques américaines ont comparé l'évolution de nombre de nouveaux cas de 

différents types de cancers de sang, ils ont pu conclure que grâces aux progrès thérapeutiques la 

survie des sujets atteints de cancers a augmenté durant les dernières années (figure 4). 
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Fig.2: Le Système lymphatique  (Betts et al., 2013). 

 

 

 

 

Fig. 3: Nouveaux cas estimés de leucémie, lymphome, myélome en 2014 

(Institut National du Cancer, 2015). 
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Fig. 4: Epidémiologie de cancers de sang au Etats Unis. 

(Société Américaine de Cancer, 2014; Howlader et al., 2013). 

 

a-Hématopoïèse:  

L’hématopoïèse est l’ensemble des phénomènes qui concourent à la fabrication et au 

renouvellement continu et régulé des cellules sanguines (Guelfi, 1993 ; Tyler et al., 2000). 

Cette activité de production a pour origine une cellule souche commune totipotente qui va se 

différencier vers la voie myéloïde ou vers la voie lymphoïde. Dans le premier cas, elle va donner 

des progénitures qui se différencieront vers les cellules myéloïdes (les globules rouges, plaquettes, 

granulocytes et monocytes). Dans le deuxième cas, la différenciation aboutira aux lymphocytes 

(figure 5).L’hématopoïèse doit être contrôlée afin de maintenir à peu près constant le nombre de 

cellules sanguines malgré des variations de consommation importantes liées à des circonstances 

physiologiques (infections, hémorragies…). Cette régulation repose sur des mécanismes cellulaires 

et humoraux (facteurs de croissance, interleukines) qui peuvent être stimulateurs ou inhibiteurs de 

l’hématopoïèse. 
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Fig. 5 : Les différents compartiments de la moelle osseuse hématopoïétique 

(Guelfi, 1993 ; Tyler et al., 2000). 

 

2- La leucémie: 

La leucémie, du grec leukos, (blanc) et haima (sang), est un cancer qui prend naissance dans la 

moelle osseuse  et caractérisé par une accumulation incontrôlée de cellules souches de sang appelé 

blastes. Ce  type de cancer favorise la fabrication d’un grand nombre de globules blancs, ce qui 

affaiblit le système immunitaire. À cause de cette croissance anarchique, les globules blancs n’ont 

pas assez de temps pour se développer pleinement et ne fonctionneront pas bien ou interféreront 

avec la production d’autres globules blancs.  

Il existe différents typs de leucémies qui sont classées: 

- Selon le type de globules blancs touchés et leur stade de maturation on distingue: 

La leucémie lympoide ou myéloide. 

- Selon l’évolution de la maladie on distingue: 

* La leucémie aigüe: caractérisée par une prolifération accrue et anarchique des cellules immatures 

du sang non fonctionnelles, ayant une histologie anormale. Un traitement rapide est requis 

immédiatement pour éviter la diffusion de ces cellules aux organes. 
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*La leucémie chronique: les cellules cancéreuses de ce type de leucémie sont plus matures, bien 

que toujours anormales et passant dans le sang, l'évolution se fait sur des mois voire sur des années 

(Burke et Startzell, 2008). 

 

3- Lymphome: 

Le lymphome est un cancer du système lymphatique qui se développe aux dépend des lymphocytes 

qui assurent un rôle important dans la défense immunitaire. 

Selon leur nature on distingue deux types de lymphome : le lymphome non Hodgkinien (LNH) et 

la maladie de Hodgkin. Ce qui les différencie est la présence spécifique de cellules de Reed-

Sternberg dans le cas de la maladie de Hodgkin. 

Selon leur degré de malignité, on les classe en deux groupes généraux :  

- Les formes agressives : Il s’agit des formes évoluant très rapidement. Elles touchent entre 50 et 

60% des patients affectés par un lymphome. C’est le cas du lymphome de Burkitt et du lymphome 

du manteau.  

- Les formes indolentes : Leur évolution est plus lente et peut se faire sur plusieurs années. Elles 

représentent 40 à 50% des personnes concernées par la maladie. Cela regroupe par exemple le 

lymphome folliculaire ou le lymphome du MALT. 

 

4- Myélome: 

Le myélome, encore appelé myélome multiple ou maladie de Kahler est caractérisé par la 

multiplication, dans la moelle osseuse, de certaines cellules de la famille des globules blancs 

(lymphocytes B) chargées de la formation d’anticorps, appelées plasmocytes (figure 6). 

La production de globules rouges et de globules blancs sains est diminuée, les os deviennent douloureux 

et fragiles. Le terme «multiple» provient du fait que ce cancer atteint souvent plusieurs os. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6:Image histopathologique d'un myélome multiple). Coloration à l'hématoxyline et à 

l'éosine ( Raab et al., 2009). 

 



CHAPITRE1 : CANCER 

10 

5-Syndrome myélodysplasiques: 

Le terme de syndrome myélodysplasique (SMD) englobe tout un groupe de maladies clonales des 

cellules souches hématopoïétiques, généralement acquises, rarement congénitales, ayant une 

présentation clinique hétérogène qui conduit à une insuffisance de production médullaire qualitative 

: hématopoïèse inefficace ou dyshématopoïèse. 

Un SMD est caractérisé, sur l'hémogramme, par des cytopénies périphériques avec une moelle 

osseuse riche où s'accumulent des cellules à la morphologie anormale (= dysplasiques) (figure 7) et 

aux capacités de proliférations et de différenciations altérées. Les cellules dysplasiques présentent 

également des anomalies fonctionnelles (ex : neutrophiles ou plaquettes inefficaces).  

 

 

 

 

Fig. 7: Formule sanguine de syndrome myélodysplasique (Besa, 2014). 

III - Origines de Cancer : 

Les causes de l'apparition des tumeurs ont longtemps été mal connues. Même si Boveri avait très tôt 

émis l'hypothèse qu'elles pouvaient être dues à des problèmes génétiques (Boveri, 1914), on savait 

également que dans certains cas elles pouvaient être héréditaires. L'analyse mathématique faite par 

Knudson à partir de différentes données cliniques de patients atteints de rétinoblastome lui a permis 

d'établir le dogme du développement du cancer : il faut deux événements mutationnels ("the two 
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hits hypothèses") (Knudson, 1971). Cette théorie était annonciatrice de la découverte des gènes 

suppresseurs de tumeur.Il existe plusieurs gènes qui interviennent dans la suppression de tumeur 

dont p53 est le plus étudié (Muller et Vousden, 2013). 

1- p53:  

a- La découverte de p53 : 

p53 est une protéine de 393 acides aminés et de 53kDa qui, dans les premières études à son sujet, 

n’était détectée dans les cellules qu’après l'induction de leur transformation. Ainsi p53 a été 

observée pour la première fois en 1979 en tant qu'antigène spécifique de certains sarcomes induits 

chimiquement dans les souris (DeLeo et al., 1979). La protéine p53 a d'abord été décrite comme 

une protéine nucléaire (Dippold et al., 1981) mais par la suite il a été montré que cette protéine est 

cytoplasmique dans les cellules normales et est transloquée au noyau dans les cellules transformées 

(Rotter et al., 1983). En 1981, le rôle de p53 dans la régulation de la division cellulaire et son 

altération dans les cellules cancéreuses devient evident (Dippold et al., 1981).  

 

2 - P53 et le cancer:  

p53 est aujourd'hui considérée comme le "gardien de génome" impliqué dans la suppression de 

tumeur (figure 8) car il est le gène le plus souvent muté dans les cancers (plus de 50% de la totalité 

des cancers : voir la banque de données IARC www-p53.iarc.fr/index.html). Les mutations de p53 

favorisent la capacité proliférative des cellules (Vousden et Prives,2009) puisqu'elles ne sont plus 

réprimées au niveau de leur croissances. Malgré son rôle majeur dans la cellule, des lignées 

cellulaires dépourvues de p53 ont été décrites, indiquant que la cellule peut survivre même en 

absence de ce gène. La protéine p53, depuis longtemps, était associé avec la survenue de cancer 

puisque les souris KO pour p53 sont plus susceptibles au développement de tumeurs (Donehower 

et al., 1992). En raison de son rôle en tans que gène suppresseur de tumeur, on a pensé à la 

réintroduction de p53 dans des cellules tumorales. La transfection de p53 dans des cellules 

transformées induit un arrêt de leur proliférations dû à un blocage en phase G1 (Mercer et al., 

1990; Michalovitz et al., 1990) ou une entrée en apoptose (Yonish-Rouach et al., 1991), mais 

parfois dans certaines cellules aucun de ces effets n'est visible (Shaulsky et al., 1991; Cheng et al., 

1992).  

Malgré les nombreuses études menées depuis longtemps à son sujet, les thérapies anticancéreuses 

reposant sur la "réparation" de la protéine p53 dans les cellules tumorales soit par des essais de 

restauration de la fonction de p53 (ajout de p53 WT ou modification de p53 mutante de manière à 

lui donner une activité sauvage), soit en cibler et inactiver les cellules déficientes en p53, ont 

montré des résultats interessents  mais que ne sont pas disponible à l'heure actuelle.  
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Fig. 8 : Régulation cellulaire des signaux de stress médié par p53. 

 

3 -P53 et Métabolisme: 

La protéine p53 est capable d’activer, mais également de réprimer, la transcription de nombreux 

gènes clés du métabolisme (Vousden et Prives, 2009). Elle est donc impliquée dans le contrôle de  

la la voie des pentoses phosphates, la phosphorylation oxydative, le métabolisme des lipides ou 

celui de certains acides aminés non essentiels, tels que la glutamine ou la sérine (figure 9) ,elle 

permet l'inhibition de la glycolyse via différents mécanismes impliquant principalement  la 

répression transcriptionnelle des transporteurs du glucose Glut1, Glut3 et Glut4  (Schwartzenberg-

Bar-Yoseph et al., 2004; Kawauchi k et al., 2008) etl’activation transcriptionnelle de TIGAR ( 

tumor protein 53-induced glycolysis andapoptosis regulator) (figure 10), qui favorise le flux 

d’intermédiaires de la glycolyse vers la branche oxydative de la voie des pentoses phosphates 

(Bensaad  et al., 2006). En effet il a été démontré que  p53 favorise la respiration mitochondriale à 

travers l’activation de SCO2 (synthesis of cytochrome c oxydase) (Matoba et al., 2006, Hu et al., 

2010; Suzuki et al., 2010), ainsi que la biosynthèse et le bon fonctionnement des mitochondries en 

régulant directement TFAM (transcription factor A mitochondrial) (Yoshida Y et al., 2003) et la 

polymérase gamma (Achanta et al., 2005). À ce titre, certains chercheurs ont suggéré que 

l’inactivation fonctionnelle de p53 au cours de la transformation cellulaire pourrait intervenir dans 

le changement métabolique décrit sous le nom de l’effet Warburg (Hu et al., 2010 ; Suzuki et al., 

2010), qui favorise la glycolyse au détriment de la phosphorylation oxydative mitochondriale 

(Mathupala et al., 2005; Ide et al., 2009).  

P53 intervient également dans certaines cascades de signalisation qui jouent de multiples rôles dans 

le métabolisme, comme la voie IGF (insulin-like growth factor)-PI3K (phosphoinositide 3-kinase)-

mTOR mammalian target of rapamycin) (Vousden et Prives, 2009) (figure 11). 
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Fig. 9: Métabolisme des cellules prolifératives (Vander et al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 10: Réponses de p53 durant la suppression de tumeur (Vousden et Prives,2009). 
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Fig. 11:Représentation schématique des différents effets métaboliques régulés par p53. 
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IV- Cancer et traitements: 

Le cancer est un problème majeur de santé publique puisque malgré la mortalité soit en baisse 

depuis ces vingt dernières années, en 2012 cette maladie était responsable de 148 000 décès en 

France. Il existe divers  formes de cancer ce qui fait appel à divers types de traitements dont la 

chirurgie, la radiothérapie, la chimiothérapie, les traitements ciblés, l’hormonothérapie et  

l’immunothérapie, seules ou associés entre eux, constituent les principaux traitements. 

* La chirurgie : constitue le plus souvent la première étape du traitement et peut-être suivie de 

chimiothérapie et/ou de radiothérapie. 

Elle est utilisée dans 80% des cas et est, en générale, préconisée dans le cas de tumeurs solides, non 

métastatiques. En effet, dans ce cas le tissu tumoral est retiré, dans l’idéal en totalité, afin d’être 

éliminé (INCa 2014).  

* La radiothérapie: consiste à l’utilisation de rayonnements (rayons ou radiations) de manière très 

localisée afin de préserver au maximum les tissus sains avoisinants (INCa 2009). Cette thérapie 

peut également être prescrite afin de se débarrasser des cellules cancéreuses qui auraient échappé au 

lors d'une chirurgie. La radiothérapie occupe une place importante dans le traitement des cancers du 

sein, quel que soit le stade d’évolution de la tumeur et quel que soit le protocole thérapeutique, car 

elle limite le risque de récidive locale et réduit la mortalité à long terme (Brioschi et al., 2012). 

Quelle que soit l’indication de la radiothérapie, la technique d’irradiation est la même, seuls les 

volumes cibles traités ainsi que les doses délivrées varient selon les cas (Morère et al., 2011). 

* L’hormonothérapie : Certains cancers tels que les cancers du sein et de la prostate, sont 

sensibles aux hormones sexuelles : celles-ci stimulent la croissance des cellules cancéreuses. En 

allant « bloquer » le récepteur hormonal sur ces cellules cancéreuses, on les empêche de proliférer. 

L’hormonothérapie est le plus souvent très efficace, notamment dans le traitement des cancers du 

sein hormono-dépendants (près des trois-quarts des cancers du sein), où elle est souvent prescrite en 

complément d’une chimiothérapie. Elle a fait diminuer la mortalité liée aux cancers du sein. 

* La chimiothérapie : est la méthode la plus utilisée pour traiter les cellules cancéreuses par des 

produits chimiques cytotoxiques qui vont entraîner soit  l’apoptose des cellules tumorales ou le 

blocage de leur prolifération.  

* La thérapie ciblée : Les thérapies ciblées anticancéreuses sont des médicaments qui visent à 

bloquer la croissance et/ou la propagation des cellules tumorales. 
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CHAPITRE II : THERAPIE CIBLÉE: "cibler le métabolisme pour combattre le cancer" 

I-Généralités: 

Malgré la découverte de diverses méthodes pour combattre le cancer qui s’intéressent à la 

multiplication cellulaire (chimiothérapie cytotoxique, radiothérapie,..) malheureusement de sérieux 

effets secondaires sont observés. C’est pourquoi on voit l’émergence de traitements ciblés 

(hormonothérapie, immunothérapie, anticorps monoclonaux et certains inhibiteurs de tyrosines 

kinases...) qui font appel à des produits spécifiques des cellules cancéreuses afin d’en réduire les 

effets néfastes sur les autres cellules. 

La prolifération chronique et incontrôlée des cellules cancéreuses n’est pas le résultat unique d’une 

dérégulation du contrôle moléculaire de la prolifération cellulaire, mais correspond aussi à une 

adaptation du métabolisme  énergétique à cette nouvelle demande (Villalba et al., 2013).  

En présence d'oxygène, la plupart des cellules différenciées utilisent la phosphorylation oxydative 

pour générer de l'énergie. Les cellules cancéreuses, quant à elles, utilisent la fermentation lactique 

quelles que soient les conditions d’oxygénation (Figure12) (Villalba et al., 2013). Elles 

consomment énormément de glucose et produisent beaucoup d’acide lactique car leurs 

mitochondries sont incapables de métaboliser le pyruvate en ATP (cycle de Krebs) (Stacpoole et 

al., 2008).Cette adaptation métabolique irréversible des cellules cancéreuses porte le nom d’effet 

Warburg (Vander et al., 2009) .  

 

Fig. 12: Dérégulation du métabolisme énergétique dans les cellules cancéreuses (Grégory 

Ségala). 
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Bien que les travaux d’Otto WARBURG ont été publié depuis les années 30, cette particularité des 

cellules cancéreuses n’avait jamais vraiment été explorée en tant que possibilité thérapeutique. 

Depuis peu du temps, plusieurs équipes commencent à s'intéresser à cette particularité métabolique 

commune à la plupart des cellules cancéreuses pour développer de nouveaux traitements : le 

dichloroacétate (DCA) fait partie de cette approche métabolique du traitement des cancers.  

 

II-DCA et cancer: 

Le dichloroacétate (DCA) est une petite molécule chimique (150 Da) relativement non-toxique que 

l'on ne retrouve pas à l’état naturel dans l’organisme ou dans la nature (figure 13). Le DCA est un 

activateur de la pyruvate déshydrogénase (PDH) (Bartrons et Caro, 2007), complexe enzymatique 

qui permet le métabolisme du pyruvate en acétyl-CoA et permet donc au pyruvate d’être consommé 

dans le cycle de Krebs durant la respiration mitochondriale (Villalba et al., 2013) (figure 14).Ce 

qui peux  conduire à une augmentation du débit d'oxygène dans la chaîne respiratoire, associée à 

une génération d'espèces réactives d'oxygène (ROS) ,le changement de l'équilibre redox 

(NADH/NAD ratio),  le potentiel de la membrane mitochondriale (ΔΨ) et le gradient de pH. Tous 

ces paramètres sont capables de provoquer l'apoptose tumorales (Charni et al., 2009). 

 

                                            

 

 

 

 

 

 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 13: Structure de DCA. 

 

  

Fig. 14: Structure de pyruvate déshydrogénase 
kinase 2 (PDK2) liée au dichloroacetate (DCA) 
(Sutendra and Michelakis, 2013). 
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Les effets anti-cancer du DCA (Bonnet et al., 2007) résultent de ca capacité à corriger 

le métabolisme respiratoire tumorale de la fermentation lactique vers la phosphorylation oxydative 

d'ou l'augumentation de la concentration des radicaux libres qui induit l'activation des voies de 

signalisations responsables de la mort des cellules tumorales sans aucun effets sur les cellules saines 

(Flavin, 2010; Michelakis et al., 2010) (figure 15).  

 

 

 

 

Fig. 15: Mode d'action du DCA (Sutendra and Evangelos., 2013). 

 

Le DCA, utilisé depuis longtemps dans le traitement des maladies métaboliques (Stacpoole et al., 

2008), a commencé d'être utiliser dans les traitements de cancer suite aux résulats publiés par 

l’équipe de Dr Michelakis qui a confirmé que le DCA utilisé in vitro permet l'élimination des 

cellules tumorales (Michelakis et al., 2008). Ainsi Sutendra et ces collaborateurs ont montré que le 

DCA, in vivo, administré dans l’eau, a pu augmenter très nettement la survie de souris auxquelles 

des cellules de tumeurs pulmonaires (SCLC ou Small Cell Lung Cancer) avaient été 

greffées  (Sutendra et al., 2012). De même, des souris atteins de cancer du sein  ont eu moins de 

métastases lorsqu’elles recevaient du DCA (Sun et al., 2010). 

Ensuite Michelakis  a encore confirmé que le DCA fonctionne chez des patients de la même façon 

que sur des modèles animaux (Michelakis et al., 2010).Ils ont  évalué l’intérêt du DCA chez des 

patients atteints de glioblastomes multiformes, une tumeur cérébrale de très mauvais pronostic : 

environ 7 mois de survie médiane après radiothérapie et chimiothérapie. 
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Après 15 mois de traitement avec le DCA 4 sur les 5 patients traités étaient encore en vie avec une 

tumeur stabilisée!(Michelakis et al., 2010).  

 

 Depuis lors, plusieurs groupes indépendants à travers le monde ont commencé à évaluer l'effet de 

DCA sur plusieurs types tumoraux  (Ectodermale, Mesodermale, Endodermale) (Kankotia et 

Stacpoole, 2014) (Tableaux 3-5). D'après les statistiques récentes (juin 2014) il y'a peu prés  74 

études  in vitro et 25 in vivo et  47 études des co-traitement  (Kankotia et Stacpoole, 2014).  
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Tableau 1: Thérapies des cancers d'origine ectodermale (Kankotia et Stacpoole, 2014). 

 

Type cellulaire In vitro 
DCA 

dosage 
(mM) 

In vivo DCA 
dosage (mg/kg) 

Co-traitement ou 
analogue 

Réf # 

Ectodermale 

Rat Brest 1-5 23-200 
 

(Sun et al., 2010) 

human glioblastoma 

10 50 Bevacizumab (Kumar et al., 2013b) 
0.5 

 
 

(Bonnet et al., 2007) 
0.1-1 

 
Radiation (Velpula et al., 2013) 

1 100 Fl-EGFR (Duan et al., 2013) 

Rat gliome 
1-128 25-125 

 
(Park et al., 2013) 

 
200 

 
(Park et al., 2013) 

0.25-1 
 

Radiation, etoposide (Morfouace et al., 2012) 
Human 
médulloblastome 0.1-10  Cisplatin (Heshe et al., 2011) 

Human mélanome 0.05-20 
Varied (75mg/L of 
H2O) Elesclomol (Kluza et al., 2012) 

Mouse melanoma 

2-10 
25-100 

Poly(IC) 
immunotherapy (Ohashi et al., 2013) 

 
100 Capecitabine (Vella et al., 2012) 

Human 
neuroblastoma 

0,1-10  Cisplatin (Heshe et al., 2011) 
0,25-2  

 
(Niewisch et al., 2012) 

5-50 2,5-25 
 

(Vella et al., 2012) 
1-30  

 
(Feuerecker et al., 2012) 

25  
 

(Hanberry et al., 2014) 

Human squamous 

1-40  Sulindac (Ayyanathan et al., 2012) 

2-8  
N-phe. Dichlo. (in 
vitro) (Sun et al., 2009) 

 
 5-ALA, PDT (Li et al., 2012) 

0,001-100  Mitaplatin, cisplatin (Kwitniewski et al., 2011) 
0,05-0,2  

 
(Xue et al., 2012) 

Human Brest 

2.5-40 
 

Estradiol derivative (Stander et al., 2011) 

2.5-80 112 Bicarbonate (Robey and Martin, 2011) 

5 
 

Arsenic trioxide (Sun et al., 2011) 
5-30 

  
(Feuerecker et al., 2012) 

0.25-1 
  

(Babu et al., 2011) 

0.001-100 
 

5-ALA, PDT (Kwitniewski et al., 2011) 
0.5 

  
(Bonnet et al., 2007) 

  
Mitaplatin* (in vivo) (Johnstone et al., 2013) 

0.5-5 50 
 

(Sutendra et al., 2013) 
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Tableau 2: Thérapies des cancers d'origines endodermales (Kankotia et Stacpoole, 2014). 

Type cellulaire 
In vitro DCA 
dosage (mM) 

In vivo DCA 
dosage (mg/kg) 

Co-traitement ou 
analogue 

Réf # 

Endodermale 

Human pancreatic 
  50   (Chen et al., 2009) 
16-25     (Anderson et al., 2009) 
25     (Hanberry et al., 2014) 

Mouse 
carcinoma** 

1-10     
(Vega-Naredo et al., 
2014) 

Human colorectal 

10-100     (Madhok et al., 2010) 

10 150   (Shahrzad et al., 2010) 

2-20 50 PR-104 (Cairns et al., 2009) 

1-40   Oncolytic AV (Xiao et al., 2010) 

0,1-1 150 Radiation (Zwicker et al., 2013) 

1,2-50   3-Methyladenine, Atg7 (Gong et al., 2013) 

75-100 200   (Lin et al., 2014) 

Mouse colorectal 1,6-25   
DCA-PLA mats*(in 
vivo) 

(Liu et al., 2013) 

Human 
endometrial 

1-10     (Wong et al., 2008) 

Human Gastric 
10-100   5-Fluorouracil (Hur et al., 2013) 

20   5-Fluorouracil (Xuan et al., 2014) 

Human hepatoma 

1-10 100 Sorafenib   

    
N-phe. Dichlo.*(in 
vitro) 

(Li et al., 2012) 

1-10   Oncolytic AV (Xiao et al., 2010) 

0,05-0,2   Mitaplatin*, cisplatin (Xue et al., 2012) 

Human Lung 

2,5-40   Sulindac 
(Ayyanathan et al., 
2012) 

    
N-phe. Dichlo.*(in 
vitro) 

(Li et al., 2012) 

10   Pt drugs* (Fiebiger et al., 2011) 

    
N-phe. Dichlo.*(in 
vitro) 

(Li et al., 2012) (Yang 
et al., 2010) 

1-40   Oncolytic AV (Xiao et al., 2010) 

0,02   Mitaplatin*, cisplatin 
(Dhar and Lippard, 
2009) 

0,5 50-100   (Bonnet et al., 2007) 

    Pt drugs* (in vitro) (Liu et al., 2013) 

0,5-5 50   (Sutendra et al., 2013) 

Human prostate 

  100 Capecitabine (Zheng et al., 2013) 

0,01-100   Radiation (Cao et al., 2008) 

    Honokiol DCA* (Hahm et al., 2014) 

80     (Lin et al., 2014) 
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Tableau 3: Thérapies des cancers d'origine mesodermales (Kankotia et Stacpoole, 2014). 

Type cellulaire 

In vitro 
DCA 

dosage 
(mM) 

In vivo 
DCA 

dosage 
(mg/kg) 

Co-traitement ou 
analogue 

Ref # 

Mesodermal 

Human cervical 

2-16   Cisplatin (Xie et al., 2011) 

10     (Wu et al., 2013) 

1-40   Oncolytic AV (Xiao et al., 2010) 

0,02   Mitaplatin*, cisplatin 
(Dhar and Lippard, 
2009) 

1,6-25   2-Deoxy-D-glucose 
(Anderson et al., 
2009) 

Mouse cervical 1,6-25 25 
DCA-PLA mats* 
(invivo) 

(Liu et al., 2012) 

Human Lymphoma 5-40     (Kumar et al., 2012) 

Mouse lymphoma 
2-10 25-100 

Poly(IC) 
immunotherapy 

(Ohashi et al., 2013) 

1 112 Cisplatin 
(Kumar et al., 
2013a) 

Human monocytoma 5   DCA-Hb-Hp* 
(Zhang and Palmer, 
2011) 

Human leukemia 
0,1-50   Cisplatin (Heshe et al., 2011) 

1-30   Nutlin-3 
(Agnoletto et al., 
2014) 

Human myeloma 
5-25 200 Bortezomib 

(Sanchez et al., 
2013) 

10-40   Bortezomib 
(Fujiwara et al., 
2013) 

Human ovarian 0,16-0,62     (Saed et al., 2011) 

Human fibrosarcoma 0,45-1,35   
Omeprazole, 
tamoxifen 

(Ishiguro et al., 
2012) 

Human osteosarcoma 
0,1-10   Cisplatin (Heshe et al., 2011) 

0,02   Mitaplatin*, cisplatin 
(Dhar and Lippard, 
2009) 

Human rhabdomyosarcoma 
0,1-10   Cisplatin (Heshe et al., 2011) 

  86   
(Sorokina et al., 
2011) 

Human sarcoma 0,1-10   Cisplatin (Heshe et al., 2011) 

Human testicular 0,02   Mitaplatin*, cisplatin 
(Dhar and Lippard, 
2009) 
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CHAPITRE III: LA CHIMIOTHERAPIE 

 

I-Introduction: 

La chimiothérapie est un type  de traitement contre le cancer qui  fait appel à des médicaments qui 

visent à empêcher les cellules cancéreuses de se multiplier mais  qui détruisent aussi les cellules 

saines de l'organisme ce qui explique la toxicité non spécifique de la chimiothérapie anticancéreuse. 

Contrairement à la chirurgie ou à la radiothérapie, qui sont des thérapeutiques anticancéreuses à 

visée locale, la chimiothérapie est susceptible d'agir sur les cellules tumorales disséminées dans tout 

l'organisme (Leichtnam et al., 2011).  

La chimiothérapie a prouvé son efficacité avec la régression de la tumeur qui peut se traduire par 

une rémission partielle de quelques mois à plusieurs années (HAS, 2013) dans plusieurs types de 

cancers, comme la maladie de Hodgkin, la leucémie, les lymphomes, le choriocarcinome, les 

tumeurs testiculaires et certains sarcomes (Lechat, 2006).  

II- Les différents types de chimiothérapies: 

En fonction de l'objectif de la chimiothérapie on peut distinguer quatre types de chimiothérapie 

(Société canadienne du cancer, 2015): 

· la chimiothérapie à visée curative,  

· la chimiothérapie à visée adjuvante,  

· la chimiothérapie à visée palliative,  

· la chimiothérapie expérimentale.  

 

1- La chimiothérapie à visée curative : 

Généralement complémentaire à une autre étape, la chimiothérapie à visé curative constitue l'étape 

majeure qui peut amener la guérison du malade.  

 

 

 

 

Cette méthode est utilisé en cas de divers type de tumeurs tel que les : 

· Leucémies,  

· Lymphomes,  

Survie SANS chimiothérapie 
0% 

Survie AVEC chimiothérapie 
80 à 100% 
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· Cancers du testicule,  

· Chorio-carcinomes placentaires,  

· Tumeurs "embryonnaires" de l'enfant,  

· Sarcomes osseux,  

· Neuroblastomes,  

· Cancers de l'ovaire,  

· Cancers du poumon à petites cellules,  

· Certains cancers inflammatoires du sein. 

 

2- Chimiothérapie adjuvante : 

On utilise la chimiothérapie adjuvante lorsqu'on sait que, statistiquement, les malades ont plus de 

chances de survivre avec la chimiothérapie que sans. Mais, cette méthode n'est pas satisfaisante  

pour tous les malades puisque les complications peuvent venir annihiler l'effet positif attendu de la 

chimiothérapie. 

Ce type de traitements peut être efficaces en cas des: 

· Cancers du sein,  

· Cancers de la vessie, 

· Cancers colorectaux. 

 

3- La chimiothérapie Palliative: 

Elle est indiquée en présence de tumeurs ayant déjà métastasé ou sur des tumeurs multicentrique. 

On attend de ces chimiothérapies qu'elles prolongent la vie des patients et qu'elle en améliore la 

qualité de vie en augmentant la durée de la période sans récidive ou métastases. 

Cette méthode peut être administré dans certains types de cancer tel que les: 

 · Leucémie myéloïde chronique,  

 · Leucémie lymphoïde chronique, 

 · Myélome,  

 · Cancers du sein métastatiques,  

 · Sarcomes des tissus mous,  

 · Cancers de la thyroïde,  

 · Mélanomes  

Les agents anticancéreux utilisés peuvent être classés soit en fonction de leur mécanisme d’action, 

soit en fonction de leur famille d’appartenance. Ces classements sont présentés dans le tableau 4. 



CHAPITRE III: LA CHIMIOTHERAPIE 

25 

 

Tableau 4: Classement des anticancéreux selon leur mode d'action physiologique. 

 

 

Bien que la chimiothérapie a montré son efficacitée contre divers types de cancers  

malheureusement, cette méthode reste limitée puisque, d'une part certains types de cancers sont 

naturellement résistants à tous les médicaments (exemple : cancers du rein ou de la thyroïde) ,et 

d'autre part certaines cellules tumorales possèdent ou acquièrent la possibilité de contourner les 

mécanismes d'actions des médicaments de chimiothérapie conduisant à l’échec du traitement : c’est 

ce qu’on appelle la chimiorésistance.  

 
III- La résistance à la chimiothérapie: 
 
Les mécanismes de résistances sont à l'origine de l'échec primaire ou secondaire des 

chimiothérapies. Parmi les paramètres qui peuvent intervenir dans la chimiorésistance on peut citer 

(INCA, 2016) (figure16): 

1- Mécanismes pharmacocinétiques: 

Pour être efficace le médicament doit atteindre la tumeur en quantité suffisante. Cela dépend soit: 

· Des propriétés de médicament (de l'absorption, la distribution, le métabolisme et 

l’élimination) 

· De caractéristiques liées à la tumeur ou à l'organe malade (inaccessibilité de tumeurs peu 

vascularisées organes sanctuaires : cerveau, gonades). 

 
 
2- Mécanismes pharmacodynamiques: 
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Plusieurs mécanismes sont évoqués : 

Ø Diminution de l'entrée: 

Certains médicaments ont besoin d'un réseau de transporteur pour pénétrer dans la cellule : la perte 

d'activité d'un transporteur entraîne une résistance vis à vis de l'activité anti-tumorale. 

Ø Augmentation de la sortie 

Plusieurs transporteurs membranaires vont expulser le médicament de la cellule : glycoprotéine P, 

protéines MRP et LRP. 

 

3- Résistance multiples à la chimiothérapie (MDR): 

Les cellules présentant un phénotype MDR sont des cellules résistantes à de nombreux agents 

chimiothérapeutiques, qui n’ont bien souvent aucune similitude chimique et fonctionnelle 

(Dmitriev et al., 2011)..  

Ce phénotype MDR est le résultats de  l’expression ou de la surexpression de glycoprotéines ayant 

la capacité de transporter activement divers types de substrats chimio thérapeutiques, hors de la 

cellule contre un gradient de concentration et par  conséquence, les cellules tumorales peuvent 

échapper à l’effet cytotoxique des drogues et devenir résistantes à leur action) ( Yo et Morris, 2007 

; Wink et al., 2012).Ces glycoprotéines qui effluent les drogues sont principalement  des protéines 

membranaires de la famille des  ABC (ATP binding casette) (Mo et Zhang, 2012). 

Ce phénomène de la chimiorésistance est présent dans la plupart des cellules plus particulièrement 

dans les épithéliums de l'intestin, le foie (Schinkel et Jonker, 2003 ; Wink et al., 2012), les reins et 

l'endothélium (Gottesman, 2002; Rudin et al., 2011). 

IV- Les transporteurs ABC: 

 

1- Généralités : 

Toutes les cellules et les compartiments subcellulaires sont séparés du milieu extérieur par des 

membranes lipidiques qui assurent le passage régulé et sélectif des molécules nécessaires à la survie 

et au fonctionnement cellulaire. Ces transporteurs membranaires jouent un rôle très crucial soit dans 

l'absorption cellulaire vers le milieu intracellulaire soit dans le relargage (efflux) à l'extérieur de la 

cellule, de nombreux composés indispensables au métabolisme cellulaire comme les sucres, les 

acides aminés, les nucléotides et les ions inorganiques (Higgins C et al., 1992) (figure 16). 
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Fig. 16: Schéma représentatif de mécanismes de transports à travers la membrane. 
 
Ces transporteurs ont été découverts et étudiés dans les bactéries dès les années 1950 mais ce n’est 

qu’en 1990 que leur présence a été établie dans tout le règne vivant des procaryotes au eucaryotes 

(Higgins et al., 1992). Les eucaryotes ne possèdent que des systèmes d’exports, alors que les 

procaryotes possèdent à la fois des systèmes d’exports et d’imports (Dean et al., 2001) 

Chez l'Homme, ces protéines sont localisées au niveau de la  membrane cellulaire permettant le 

transport unidirectionnel de diverses substances endogènes ou exogènes en utilisant l’énergie 

procurée par l’hydrolyse de l’ATP dont leur nom "ATP binding Casette". 

 
2- Structures: 
 
Malgré une grande variété de substrats transportés (ions, stérols, macromolécules...), des 

localisations tissulaires différentes et la variété des fonctions assurées, les transporteurs ABC  

possèdent une structure conservée et donc sont organisés en quatre domaines (Stephan, 2015) 

(figure 17): 

v 2 domaines hydrophobes transmembranaires composés de plusieurs hélices transmembranaires 

appelé  TMD ( Transmembrane Domain).   

v 2 domaines liant et hydrolysant l'ATP : NBD ( Nucleotide Binding Domain) jouant un rôle de 

transport actif du substrat par hydrolyse de l'ATP (fonction ATPase) ce explique clairement la 

fonction des motifs NBD.  
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Fig. 17: Structure typique de l'ATP Binding Cassette (Stephan, 2015). 

 

Des domaines optionnels (jaunes) (figure 18) existent chez certains transporteurs ABC, tels que les 

domaines régulateurs (R) ou un domaine transmembranaire supplémentaire (TMD0). Ces domaines 

sont exprimés en sous-unités indépendantes comme cela est souvent le cas chez les procaryotes, ou 

en une seule chaîne polypeptidique plus fréquemment rencontrée chez les eucaryotes. 

 

Fig. 18 : Organisation schématique des transporteurs ABC. 

 

a- Les domaines transmembranaires (TMD) : 

Les deux TMD traversent plusieurs fois la membrane via des hélices α. Typiquement, il y a six 

hélices par domaine, soit un total de douze hélices par exportateur. Des variations dans cette 

formule peuvent refléter des fonctions auxiliaires de ces hélices, telle que l’insertion membranaire 

ou l’activité importatrice du transporteur (Chan et al., 2007). 

 

 b -Les domaines de liaison des nucléotides (NBD) : 

Les NBD sont des domaines hydrophiles qui interagissent avec les boucles intracellulaires des 

TMD. Ils comprennent les séquences consensus : la signature ABC  composé d’une douzaine 

d’acides aminés, présente uniquement dans les protéines ABC. Cette séquence, appelée 

communément signature S des protéines ABC, ou motif C (Gottesman et al., 1995), commence 



CHAPITRE III: LA CHIMIOTHERAPIE 

29 

généralement par la séquence « LSGG » (Higgins et al., 1986) et correspond plus largement à la 

séquence L-S-G-G-Q-Q/R/K/-Q-R. Le rôle de cette signature n’a pas encore été élucidé 

complètement, mais il semblerait qu’elle soit impliquée dans la transduction du signal entre les 

NBD et les TMD (Hopfner et al., 2000).  

Le NBD comprennent aussi les motifs A et B de Walker (Figure 19). Il est important de noter que 

la conservation de ces domaines permet de définir et de délimiter la famille. Plusieurs structures 

cristallines de ces NBD ont été déterminées et présentent toutes un repliement très similaire. 

Cependant l’interprétation des données cristallographiques diffère significativement quant à 

l’assemblage oligomérique des NBD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

3- Classification: 

 Selon leur structure fonctionnelle, Dean et ses collaborateurs ont pu répartir cette famille en sept 

sous-familles, allant de la sous-famille A à la sous-famille G (Dean M et al., 2005; Zhang et al., 

2007 ; Mo et Zhang, 2012; Piehler et al.,  2012).Cette nomenclature est en accord avec l’arbre 

phylogénétique des gènes ABC humains.  

 

a- Les sous-familles de transporteurs ABC: 

En se basant sur leur conservation de séquences, plus précisément celles de leurs domaines NBD , 

la distribution et l'orientation de ces domaines entre eux les gènes des ABC ont été répartis en sept 

sous-familles: 

La  sous-famille ABCA: comprend 12 transporteurs entiers  impliqués principalement dans 

le transport des lipides. 

La sous-famille ABCB: C’est la seule sous-famille chez les mammifères comportant à la fois 

des transporteurs entiers et des hémi-transporteurs. Actuellement, 11 membres constituent cette 

sous-famille dont 4 transporteurs entiers (ABCB1,ABCB4,ABCB5,ABCB11) et 7 hémi-

transporteurs (ABCB2 et ABCB3,ABCB6, ABCB7, ABCB8, ABCB9 et ABCB10. Le transporteur 

ABCB1 est le premier transporteur connue par sa capacité à conférer le phénotype « MultiDrug 

Fig. 19: Schéma illustrant les séquences consensus des domaines de liaison des nucléotides (NBD). 
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Resistance » aux cellules cancéreuses (Juliano et al., 1976). Nous reviendrons plus en détails dans 

cette introduction sur les propriétés de ce transporteur, sur lequel porte l’essentiel de mon travail de 

thèse. 

La sous-famille ABCC: La sous-famille ABCC contient 12 transporteurs entiers avec des 

fonctions multiples. Les transporteurs ABCC1 et ABCC5 (Ritter et al., 2005) sont les principaux 

transporteurs responsables d’efflux de médicaments cytotoxiques. ABCC2 transporte les anions 

organiques du foie vers la bile. 

La sous-famille ABCD: Cette sous-famille contient 4 hémi-transporteurs (Shani et al., 1998) 

qui fonctionnent en homo et/ou hétérodimères pour assurer le transport des acides gras.  

La sous-famille ABCE et ABCF:Les transporteurs appartenant à ces deux sous familles sont 

des protéines dépourvues de domaines transmembranaires et n’ayant aucune fonction de transport 

membranaire. La sous-famille ABCE comporte un seul membre qui est  l'ABCE1 connu par son 

rôle primordial dans l’assemblage de la capside du virus VIH (Zimmerman et al., 2002) et agit 

comme un inhibiteur de la ribonucléase (Chen et al., 2006). La sous-famille ABCF comporte quant 

à elle, trois membres, pour lesquels aucune fonction n’est connue à ce jour. Cependant, une 

surexpression d’ABCF2 suite à un traitement par chimiothérapie a été observée chez certains 

patients (Tsuda et al., 2005). 

La sous-famille ABCG : La sous-famille ABCG est composée de 5 hémi-transporteurs « 

inversés », c’est à dire ayant le NBD du côté N-terminal et le TMD du côté C-terminal (Figure 20). 

Le transporteur ABCG2 est le membre le plus important de cette famille responsable de la 

résistance multiple aux médicaments au-delà de son rôle initialement attribué : BCRP pour « Breast 

Cancer Resistance Protein ». La BCRP est une petite protéine membranaire glycosylée de 655 

acides aminés ayant un poids moléculaire d’environ 72 kDa (Dean  et al., 2001). L’expression de la 

BCRP n’est pas limitée à certaines cellules cancéreuses mais est également retrouvée dans 

différents organes et tissus sains. 
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Fig. 20: Arrangement des domaines structuraux caractéristiques des transporteurs ABC des 
principales sous-familles (Sanchez-Fernandez et al., 2001). 

 
4- Substrats et modulateurs des transporteurs ABC:  

Les transporteurs ABC constituent une famille de protéines impliquées dans le transport de 

différents composés endogènes ou de xénobiotiques (Tableau 5).Seules les membres des familles 

B, C et G sont capables de transporter des médicaments anticancéreux.  

Plusieurs recherches ont pu identifier de nombreuses molécules ayant la capacité d'inhiber ou 

moduler l'activité  des transporteurs ABC.  

Des modulateurs des transporteurs ABC ont été développés par l’industrie pharmaceutique dans le 

but de réverser le phénotype MDR des cellules cancéreuses qui exprime fortement  ces 

transporteurs (Abele et Tampe, 2004). Les inhibiteurs de deuxième (valspodar, biricodar) puis de 

troisième génération (elacridar, tariquidar, zosuquidar) sont devenus de plus en plus puissants et de 

plus en plus sélectifs vis-à-vis des transporteurs ABC (Tableau 6). 

Tableau 5: Substrats des principaux transporteurs ABC. 
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Tableau 6: modulateurs des principaux transporteurs ABC. 

 

 

5- Mécanisme du transport : 

Pour comprendre les  mécanismes du transport des ABC plusieurs  modèles ont été proposés 

(Bolhuis et al., 1997;Locher et al., 2004). Récemment et grâce aux progrès de l'analyse 

structurelle, un mécanisme général pour les transporteurs exportateurs a été proposé par Linton et 

Higgins (2007) et correspond au modèle «ATP-Switch model » qui implique des modifications 

conformationnelles et des corrélations dans les deux directions entre les domaines nucléotidiques et 

les domaines transmembranaires (Linton et Higgins, 2007).  

Le cycle du transport selon le mécanisme ATP-switch comprend 4 étapes majeures (figure 21) :  

 

v Au repos, le transporteur est dépourvu d'ATP et possède une forte affinité pour le ligand, ce 

dernier arrive par la bicouche phospholipidique (hydrophobe) et se lie au niveau des TMD. 

Cette interaction induit un changement de conformation des NBDs et par conséquent une 

augmentation de l’affinité des NBDs pour l’ATP. 

v La deuxième étape est marquée par la fixation d'ATP au niveau des NBD induisant des 

changements de conformation dans les domaines transmembranaires permettant la libération 

des ligands.  

v La troisième étape est marquée par l’hydrolyse de l’ATP qui initie la dissociation du dimère 

de NBDs, par déstabilisation de la conformation fermée du dimère. 

v La dernière étape est caractérisée par le retour de l'ABC à sa conformation initial suite à la 

libération de l'ADP et du phosphate inorganique (Pi), responsable de la restauration de l'état 

de haute affinité du transporteur pour le substrat afin d'initier un nouveau cycle (Sauna et 

Ambudkar et al., 2000).  
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Fig. 21. Modèle du cycle de transport des transporteurs ABC (Linton 2007). 

 

Le modèle décrit ci-dessus pourrait correspondre à un exportateur comme ABCB1, (Linton et 

Higgins, 2007),ABCC1, ABCC5 (Manciu et al., 2003) et HisP (transporteur d'histidine 

bactérienne) (Kreimer et al. 2000). La façon dont le site de liaison et d'hydrolyse de l'ATP sont 

choisis, est encore inconnue (Lewis et al., 2004 ; Dawson et al., 2013). Il est probable qu'un 

mécanisme unique ne puisse pas décrire le cycle catalytique de tous les transporteurs ABC. 

 

6- Implication  des  transporteurs  ABC  dans  des  pathologies humaines : 

La famille des transporteurs à ATP binding cassette (ABC) est l’une des familles de protéines les 

plus importantes, tant par leur nombre important  que par leur distribution tissulaire. Leurs 

distributions  tissulaires soit au niveau des organes impliqués dans les phases d’absorption 

(intestin), de distribution (endothélium vasculaire) et d’élimination (foie et rein) des médicaments 

leur confèrent un rôle clé dans la détoxication de l’organisme et dans la pharmacocinétique des 

médicaments anticancéreux. (tableau 7). 

Aujourd’hui, avec l’apport massif de données fournies par le séquençage de génome entier, il a été 

démontré que ces transporteurs sont impliqués dans divers pathologies humaines (Tableau 8) 

puisque sur les 48 transporteurs ABC connus (Mo et Zhang, 2012), 22 ont été liés à des 

pathologies chez l’Homme.  
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Tableau7:Rôle pharmacologique des transporteurs ABC(Szakacs et al., 2006). 
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Tableau 8:Les transporteurs ABC humains et leurs maladies associées (Schmitz et al., 2006). 

 

a- Hyperinsulinisme familial (ABCC8): 

 L’hypoglycémie hyperinsulinique persistante infantile (1 enfant sur 40 000 en France) est due à  

des mutations touchant deux gènes situés en 11p15.1, l'ABCC8 et le KCNJ11 codant pour les sous-

unités du canal potassique ATP dépendant contrôlant le gradient transmembranaire responsable de 

la sécrétion endocrine d’insuline. La libération permanente de l'insuline conduisant à une 

hypoglycémie profonde qui entraîne des convulsions, coma, et en l’absence de traitement, la mort 

ou des séquelles neurologiques graves (Benjamin et al., 2005) .  

b- Syndrome de Dubin-Johnson (ABCC2)  

Le syndrome de Dubin-Johnson est une maladie hépatique héréditaire bénigne qui a été décrit pour 

la première fois en 1954 (Dubin et al., 1954). Elle est caractérisée cliniquement par une 

hyperbilirubinémie et, histologiquement, par un dépôt de pigment brun noir dans les cellules 

parenchymateuses hépatiques associées. L’hyperbilirubinémie est due à des mutations au niveau  du 

gène ABCC2 localisé dans la membrane canaliculaire des hépatocytes (Zimniak et al., 

1993), codant pour un transporteur membranaire apical ATP-dépendant qui permet aux hépatocytes 

de sécréter et d’éliminer les anions toxiques de l'hépatocyte vers la bile (van Kuijck et al., 1997 ; 

Sang Ho Ra et al., 2012). 
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c- Adrénoleucodystrophie (ABCD1): 

L’adrénoleucodystrophie est une maladie génétique neurodégénérative sévère  liée au chromosome 

X. Elle est caractérisée par une démyélinisation progressive du système nerveux central et 

périphérique, une insuffisance surrénale (maladie d’Addison) et une accumulation d’acides gras à 

très longue chaîne (AGTLC) dans le plasma, les fibroblastes et les tissus.  Le gène impliqué dans 

cette maladie code pour un demi transporteur ABC appelé ABCD1 (Mosser et al., 1993 ; Lerner 

2009; Kallabi  et al., 2016). 

d- Syndrome de Tangier (ABCA1)  

Cette maladie autosomique récessive a été observée pour la première fois chez les habitants de l’île 

de Tangier. Elle se manifeste par une coloration orange des amygdales, un foie et une rate 

hypertrophiés et un taux de cholestérol-HDL plasmatique extrêmement haut. Des travaux récents 

montrent que la maladie est causée par des mutations du gène ABCA1 (9q31) (Ceccanti et al., 

2016) responsable de la  régulation de l'efflux de cholestérol par l'orientation du cholestérol 

intracellulaire vers la surface.  

e- Anémie sidéroblastique (ABCC7)  

C'est une maladie génétique très rare survenant uniquement chez les hommes.  Elle est associée à 

une accumulation excessive de fer dans les mitochondries des érythroblastes. Très récemment, il a 

été montré que le gène responsable de cette maladie est le gène ABCC7, qui code pour une protéine 

mitochondriale impliquée dans l’homéostasie du fer (Cabrol et al., 2003). 

f- Cholestases intra-hépatiques progressives familiales (ABCB4)  

Les cholestases intra-hépatiques familiales sont des maladies récessives infantiles qui se 

caractérisent par des jaunisses intermittentes, une cholestase sévère et une cirrhose dont l’issue est 

fatale au cours des dix premières années de vie. Elles se caractérisent par une accumulation de bile 

(cholestase) dans le foie. En raison d’un défaut de transport de la bile des hépatocytes vers 

les canaux biliaires due à des mutations au niveau de gène  ABCB4 (Erlinger, 2001) 

g- Syndrome de Scott (ABCB1) 

Le syndrome de Scott est une maladie hémorragique extrêmement rare, de transmission 

autosomique récessive. L'anomalie se traduit en effet par l’absence de migration transmembranaire 

de la phosphatidylsérine (lipide procoagulant) qui pourrait être causé par une mutation de gène 

contrôlant l’expression des protéines ABCB (Kerbiriou-Nabias et Geldwerth-Feniger, 2007). 
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h-Tumeurs cérébrales (ABCB1) 

Le rôle des protéines de la famille des ABC a été étudié dans le cas des tumeurs cérébrales  par 

utilisation de souris déficientes pour le gène codant pour la P-gp (ABCB1) et présentant un 

mélanome intracérébral. Chez ces souris, la pénétration cérébrale du paclitaxel, un agent 

anticancéreux substrat de l'ABCB1 a augmenté de manière significative par rapport aux souris 

sauvages ( Vautier et al., 2006). De la même façon une étude réalisée chez des souris ayant subi 

une implantation intracérébrale d’un glioblastome humain montre une augmentation de la 

concentration cérébrale de paclitaxel et une diminution de 90 % du volume de la tumeur après un 

prétraitement par le valspodar, un inhibiteur puissant et spécifique de la Pgp. 

i-Infection VIH (ABCB1) 

 L’infection du SNC par le virus VIH est fréquente et peut provoquer divers symptômes 

neurologiques tels le syndrome neurodégénératif, mais peut aussi mener à l’établissement d’un 

réservoir latent du virus dans le cerveau. Cependant, certains inhibiteurs de protéases du virus n’ont 

qu’un accès limité au SNC, ce qui semble principalement dû à leur efflux hors du cerveau par la P-

gp (ABCB1). En effet, les concentrations cérébrales d’indinavir, de nelfinavir et de saquinavir 

augmentent significativement chez les souris déficientes pour le gène codant pour la P-gp par 

rapport aux souris sauvages. Par ailleurs, la co-administration chez les souris de l’élacridar, un 

inhibiteur de la P-gp, et de l’amprénavir, un inhibiteur de protéase du VIH, provoque une 

augmentation de la concentration d’amprénavir respectivement d’un facteur 13 et 3,3 dans le 

cerveau et le liquide céphalorachidien (LCR) (Marchetti et al., 2007). Ces données attestent donc 

que la P-gp limite la capacité de ces molécules à atteindre le cerveau. 

V- Chimiorésistance et cancer: 

La chimiorésistance des cancers représente la  cause majeure d’échec des traitements anticancéreux. 

Elle se développe au début essentiellement contre les médicaments administrés au patient en 

chimiothérapie anticancéreuse, pour ensuite se diriger contre une multitude d’autres médicaments 

avec lesquels le patient n’a eu aucun contact, d'où le nom de résistance multiples aux 

chimiothérapies. La première protéine impliquée dans ce phénomène est connue sous le nom de 

MDR (Multidrug Resistance) ou P-gp (glycoprotéine-P)(ABCB1), protéine de surface surexprimée 

dans les lignées cancéreuses résistantes (Juliano et al., 1976).En 1992, Cole et ses collaborateurs 

mettent en évidence la surexpression d’un autre transporteur dans certaines lignées cellulaires, ce 

dernier a été baptisé : MRP1 (Multidrug Resistance protein 1=ABCC1) (Cole et al., 1992). Puis 
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vers la fin des années 90, le phénotype MDR de différents tissus humains ou lignées cancéreuses 

humaines fût imputé à d’autres transporteurs telques les BCRP (Breast Cancer Resistance 

Protein=ABCG2) identifiés pour la première fois dans les cellules de cancer du sein (Yang et al., 

1995) et le MRP5 (ABCC5) qui est un transporteur spécifique de thiopurine en cas de la leucémie 

lymphoblastique aiguë (Miyake et al., 1999). 

Dans le cadre de ce travail de thèse, on va s'intéresser à l’étude de ces différents transporteurs plus 

en détails. 

1- ABCB1/MDR1/P-gp1 :  

a- Découverte de la Glycoprotéine-P : 

En 1972, Dano a pu constater que le mécanisme de résistance aux drogues dû probablement  à un 

transport actif des agents chimiothérapeutiques à l'extérieur  des cellules (Dano, 1973). En 1976 

Juliano et Ling ont pu cloner pour la première fois un transporteur de la famille des ABC et depuis 

plus que 40 ans le transporteur ABCB1 est considéré comme la protéine la plus importante dans le 

phénomène de la résistance multiple aux chimiothérapies puisque 50% des cas de résistance 

tumorale chez l’Homme est du à la surexpression de la Glycoprotéine-P (Gottesman et Pastan, 

1993). 

b- Structure et topologie : 

La protéine P-gp est codée par le gène ABCB1 (MDR) situé au niveau de chromosome 7 humain et  

présente  la topologie classique des MDR/ABCB : TMD1-NBD1-TMD2-NBD2 (Wink et al., 

2012) (figure22). 

 

Fig. 22.Structure de ABCB1 et son implication dans l'efflux extracellulair  

(Aller et al., 2009). 
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Dans l’objectif d’obtenir une meilleure résolution, une autre structure en 3-D a été obtenue avec une 

résolution de 20 Å, qui suggère que les TMD sont constitués d’hélices α (Rosenberg et al., 2003) 

(figure 23). 

 

Fig. 23:Structure 3D de la protéine p-Glycoprotéine murins (Shekfeh , 2011). 

c- Distribution tissulaire: 

La Glycoprotéine-P est exprimée dans divers tissus (Cole, 1992 ; Nies et al., 2004) notamment dans 

les glandes surrénales, les cellules épithéliales du tractus digestif inférieur (duodénum, jéjunum, 

iléum et colon) , participant ainsi à la fonction excrétrice et/ou sécrétrice de la muqueuse intestinale 

(Cordon-Cardo et al., 1990), les tubules proximaux rénaux, dans le foie d'où leur rôle dans 

l’excrétion de xénobiotiques et d'endobiotiques hors de l’organisme (Ambudkar et al., 1999). La 

présence de ce transporteur dans la barrière hémato-encéphalique, le placenta et les testicules 

suggère un rôle de protection de ces tissus vis-à-vis des xénobiotiques (Sugawara et al., 1988; 

Cordon-Cardo et al., 1989; Thiebaut et al., 1989). La protéine est rencontrée aussi, mais avec une 

expression plus faible, dans la peau et les muscles squelettiques (Fojo et al., 1987).Ces 

transporteurs sont présent aussi à la surface des cellules hématopoïétiques (Chaudhary and 

Roninson, 1991), notamment les macrophages et les lymphocytes T (Klimecki et al., l994) 

(Tableau 9). 
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Tableau 9: Localisation et fonctions physiologiques possibles de la p-Glycoprotéine 

 

d- Substrats de la Glycoprotéine-P:  

Les protéines  ABCB1 peuvent  transporter une large gamme d'agents chimiothérapeutiques 

lipophiles tels que les anthracènes, les anthracyclines, les épipodophyllotoxines, les taxanes et les 

vinca-alcaloïdes qui peuvent pénétrer dans les cellules tumorales par simple diffusion (Tableau 10) 

(Loo et Clarke, 2005 ; Wink et al., 2012). Gràce à leurs implications dans divers mécanismes 

cellulaires, plusieurs équipes ont pu identifier divers agents modulateurs et inhibiteurs de ce 

transporteur (Tableau 11). 

Tableau 10: Substrats de l'ABCB1. 
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Tableau 11: Substrat , inhibiteurs et modulateurs de l'ABCB1. 

 

e- Fonctions physiologiques: 

Grâce à leur distribution tissulaire assez étendue, la Glycoprotéine-P semble avoir plusieurs 
fonctions, en plus de sa fonction de protection contre les xénobiotiques, dans l'organisme suivant 
dans quel tissu elle est exprimée (Cordon et al., 1994).  

· Métabolisme du cholestérol : La Glycoprotéine-P pourrait avoir un rôle important dans la 

biosynthèse du cholestérol et son transport vers les tubules proximaux du rein (Liscovitch et 

Lavie, 2000). 

· Barrière hémato-encéphalique : la Glycoprotéine-P agit comme une pompe d’efflux de 

glutamate dans cette barrière (Liu et Liu, 2001) et permet le transport de l’énaminone (un 

anti convulsant utilisé dans le traitement de l’épilepsie) affectant ainsi le traitement de cette 

pathologie (Cox et al., 2001). 

· Phospholipides-translocases  : La Glycoprotéine-P semble avoir la capacité d’agir comme 

une translocase de phospholipides, pouvant ainsi transporter la phosphatidylcholine, la 

phosphatidyléthanolamine, la phosphatidylsérine et lasphyngomyéline (Higgins et 

Gottesman, 1992). 

· Résistance vis-à-vis des infections virales : Divers recherches en virologie ont montré que 
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les cellules présentant le phénotype MDR et surexprimant la Glycoprotéine-P sont 

résistantes à l’infection des virus pénétrant dans la cellule à travers la membrane plasmique 

(Raviv et al., 2000). Cette étude suggère que la Glycoprotéine-P pourrait inhiber la fusion 

de l’enveloppe virale avec la membrane provocant ainsi la protection des cellules des 

infections assez grave le HIV (Human Immunodeficiency Virus) et le HSV (Herpes Simplex 

Virus). 

2-ABCC1 :  

a- Découverte de MRP1: 

La protéine ABCC1 appelée aussi MRP1 a été découverte en 1992 par Cole et ces collaborateurs 

qui ont observé que le phénotype de la résistance des cellules cancéreuses aux agents chimio 

thérapeutiques n’était pas lié seulement à la surexpression de la glycoprotéine-P. 

Une analyse différentielle des ARNm des  lignées résistantes suivis par de séquençage et clonage du 

gène responsable de ce phénotype MDR a montré l’expression d’un nouveau transporteur ABC 

initialement appelée MRP (multidrug résistance-associated protéine), est alors devenu le membre 

fondateur d’une grande sous-famille de la superfamille des transporteurs ABC, les MRPs (ABCC) 

(Cole et al., 1992 ; Cole et Deeley, 1993). 

b- Organisation structurale : 

MRP1, codée par le gène ABCC1, est une glycoprotéine de 190 kDa et de 1531 acides aminés. La 

protéine MRP1 possède une structure proche de  celle de la protéine ABCB1 avec 6 × 2 hélices 

transmembranaires et deux domaines nucléotidiques communs aux ABC mais elle possède un 

domaine transmembranaire supplémentaire de 250 acides aminés comportant 5 hélices 

transmembranaires en position N-terminale reliées au TMD1 par une boucle cytosolique L0 (Roger 

Get al., 2016) (figure 24).  

 

Fig. 24: Représentation schématique de la structure transmembranaire de la famille des ABCC  

(Roger et al., 2016). 
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c- Localisations: 

Comme la majorité des transporteurs ABC , le transporteur ABCC1  est exprimée probablement 

dans tout l’organisme, avec de hauts niveaux d’expression dans les poumons, les testicules, les 

reins, les cellules mononucléaires du sang, des muscles squelettiques, le placenta et les cellules 

endothéliales des capillaires cérébraux (Cole et al.,1992, Nieset al., 2004),le système circulatoire 

(Leslie et al., 2005), dans les lignées cancéreuses hépatiques (Roelofsen et al., 1997) et dans le 

plexus choroïde où il participe au filtre de la barrière cérébrospinale (Mercier et al., 2004) .MRP1 

est localisée aussi sur la membrane baso-latérale des cellules épithéliales des capillaires sanguins et 

sur la membrane luminale des cellules endothéliales des capillaires cérébraux (figure 25). 

 

Fig. 25: Localisation de MRP1 dans les cellules polarisées et dans les cellules endothéliales des 

capillaires cérébraux. 

d- Fonctions physiologiques : 

La diversité des substrats et la distribution étendue de MRP1 suggèrent la possibilité que ce 

transporteur soit probablement impliqué dans un grand nombre de fonctions biologiques. 

L’expression de MRP1 dans les tissus sains assure un rôle principal dans la détoxification de 

l'organisme et sa protection contre les xénobiotiques. Cependant grâces aux approches 

d’immunohistochimie, utilisant des anticorps spécifiques de MRP1, ont montré que ce transporteur 

présente une expression importante dans de nombreuses tumeurs solides, incluant les cancers du 

poumon, du sein et de la prostate. 
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Ø Cancer du poumon: 

 

La survenue de cancer du poumon a été corrélé avec la surexpression de MRP1 dans  plus de 75% 

de cas de cancer (Sugawara et al., 1995; Nooter et al., 1996).  

Plus récemment deux études ont conclu que des niveaux élevés de MRP1 sont un indicateur négatif, 

impliquant une faible réponse aux traitements chimiothérapeutiques. 

 (Hsia et al., 2002; Berger et al., 2005). 

 

Ø Cancer du sein: 

 

De nombreuses études montrent que, en cas de cancer de sein, la surexpression de la protéine 

ABCC1 est corrélée avec  un pronostic négatif. Nooter et ses collaborateurs ont montré aussi qu'une 

expression élevée de l'ABCC1 à un stade précoce de cancer du sein était associée à une rechute 

rapide après chimiothérapie (Nooter et al., 1997). Ces résultats ont été confirmés par des analyses 

de l’expression de MRP1 chez 500 femmes en période de pré-ménopause ayant un cancer du sein 

au premier stade. Cette étude indique une forte association entre l’expression de MRP1 et la 

réduction de l’espérance de vie. 

 

Ø Cancer de la prostate: 

 

Après sélection à la doxorobucine, les cellules issues de cancer de prostate présentent une 

expression forte en  MRP1 et cette expression est dépendente de l’avancée du cancer (Sullivan et 

al., 1998), et elle est positivement associée avec le statut de la mutation p53 des tumeurs. 

 

Ø Neuroblastome: 

 

Le neuroblastome est un tumeur maligne solide extra-cérébrale le plus fréquent du jeune enfant 

(Matthay et al., 1995). Un des indicateurs moléculaires les plus important dans la survenue de 

neuroblastome est l’amplification du gène NMYC (Cotterill et al., 2000). Harber et ses 

collaborateurs ont montré une forte corrélation entre  l’expression du gène de MRP1 et 

l’amplification de NMYC, et ils ont considéré que la surexpression du  MRP1 est probablement un 

indicateur négatif du pronostic (Haber et al., 1999). 
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e- MRP1 et les cancers hématologiques: 

 

Divers analyses scientifiques portant sur l'implication de MRP1 dans les leucémies chroniques et 

aigues montrent des résultats discordants. Dans les leucémies myéloblastiques aigues (AML), 

l’expression de MRP1 n’est généralement pas un indicateur de réponse à la chimiothérapie. 

Cependant, elle peut être corrélée avec les différents stades de l’AML et peut-être de l’espérance de 

vie. Par contre, l’expression de MRP1 dans les leucémies lymphocytaires chroniques est en 

générale très élevée et peut avoir une signification clinique (Consoli et al., 2002).  

 

3- ABCG2 :   

a- Découverte du transporteur : 

La protéine ABCG2 est une petite protéine membranaire glycosylée de 655 acides aminés ayant un 

poids moléculaire d’environ 72 kDa. Au contraire de la structure des  protéines ABCB1 et 

d'ABCC1, le transporteur ABCG2 possède un seul domaine transmembranaire et un seul domaine 

de liaison aux nucléotides et fonctionne seulement après dimérisation (Wei et Ting, 2011).Elle est 

appelé BCRP pour Breast Cancer Resistance Protein puisque il a été  clonée pour la première fois 

par Doyle (Doyle et al., 1998) à partir d'une lignée cancéreuse de sein résistante au vérapamil 

malgré la présence d’un inhibiteur de la Glycoprotéine-P (figure 26).    

 

Fig. 26: Topologie membranaire de transporteur ABCG2 (Wei M et Ting Z, 2011). 

b- Distribution tissulaire : 

L'ABCG2 est principalement exprimé au niveau du placenta (Brechbuhl, 2010) ce qui suggère son 

rôle dans la protection du fœtus en effluant les drogues et les toxines du placenta vers la circulation 

sanguine de la mère (Maliepaard et al., 2001). Il est exprimé également au niveau du foie (Suzuki 

et al., 2003) et de l'intestin grêle (Maliepaard et al., 2001 ; Jonker et al., 2002). Le transporteur 

ABCG2 est aussi exprimé dans les glandes mammaires où il est responsable de l'approvisionnement 

en vitamines du lait (biotine, riboflavine) (Vlaming et al., 2009).Une étude récente a montré qu’il 

n’y avait pas d’expression d’ABCG2 dans certains tissus humains tels que le cœur et le muscle 

squelettique (Doyle et Ross, 2013).  
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c- Substrats d’ABCG2 et modulation: 

 Comme l'ABCB1, le transporteur ABCG2 est capable de transporter une grande variété de 

substrats (Tableau 12). Il a été montré que les cellules surexprimant ces transporteurs se 

caractérisent par  une grande résistance à la mitoxantrone.  

 

Tableau 12: Substrats et inhibiteurs d'ABCG2 

 

 

Les deux inhibiteurs des ABCG2 les plus utilisés sont l’imatinib (Gleevec, ST1-571) et le gefitinib 

(Iressa, ZD1839) (Nakamura et al., 2005). A faible concentration (<1 µM), l’imatinib est 

transporté par l'ABCG2 et il est capable de stimuler l’activité ATPase (Houghton et al., 2004). A 

plus haute concentration, l’imatinib inhibe l’activité ATPase d’ABCG2 et ne se comporte pas 

comme un substrat d’ABCG2 (Ozvegy-Laczka et al., 2004). 

d- Implication clinique d’ABCG2 : 

Après avoir identifié le transporteur ABCG2 dans les cellules résistantes aux drogues, plusieurs  

équipes s'intéressent à l'étude de cette protéine , afin de déterminer son rôle dans le développement 

tumorale. 

Ross et son équipe ont trouvé que 30% des patients atteints de leucémie myéloïde ont un fort 

taux d’ABCG2 et ils ont mis en évidence une relation entre l’expression d’ABCG2 et la résistance 

dans ce type de cancer (Ross et al., 2000).  

L’analyse de l’expression de l'ABCG2 dans des prélèvements de 150 tumeurs non traitées révèle 

que ce transporteur est surexprimé dans  40% des échantillons, surtout dans les carcinomes du 

tractus digestif (colon, œsophage, estomac) (Diestra et al., 2002; Diestra et al., 2003) ,les 

métastases hépatiques ,environ 65% des neuroblastomes (Hirschmann-Jax et al., 2004) et les  

tumeurs solides tel que le carcinome ovarien, le  carcinome de poumon, le sarcome d’Ewing et le 
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cancer de la prostate ( Krishnamurthy et Schuetz, 2006). 

Ces résultats confirme alors  le rôle crucial d’ABCG2 dans la résistance aux drogues et suggèrent 

que ce transporteur peut être le responsable des échec thérapeutiques (Candeil et al., 2004 ; 

Candeil et al., 2004 ; Mo et Zhang, 2012). 

 

4-ABCC5: 

a- Organisation structurale : 

La protéine ABCC5 est une glycoprotéine de 161 kDa de la famille des  MRP.Cette proteine 

possède une structure proche de  celle de la protéine ABCC1 avec 6 × 2 hélices transmembranaires 

et deux domaines TMD1et TMD2 et deux domaines NBD1 et NBD2 (Singh, 2016)(figure 27). 

 

Fig. 27: Topology de ABCC5 (Singh N, 2016) 

b- Localisations : 

Comme la majorité des transporteurs ABC de la famille C  , le transporteur ABCC5  est exprimé de 

façon ubiquitaire bien au niveau des tissus sains que des tissus cancéreux avec de hauts niveaux 

d’expressions au niveau des neurones, de système circulatoire, des cellules endothéliales,des 

capillaires cérébraux (Jansen et al., 2015) et sur la membrane baso-latérale des cellules épithéliales 

des capillaires sanguins (Figure 28). 
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Fig. 28: Localisation des transporteurs ABC dans une cellule polarisée. 

c- Substrats des ABCC5: 

Les protéines ABCC5 sont capables de transporter une large gamme de substrats dont 

principalement des anions organiques, des composés lipophiles conjugués au glutathion, 

glucuronidés ou sulfatés et des xénobiotiques. 

d- Fonctions physiologiques : 

Des études cliniques ont montré que la protéine MRP5 intervient dans l'efflux extracellulaire de 

cGMP (guanosine 3',5' monophosphate cyclique) (Singh, 2016)  qui joue le rôle d'un messager 

intracellulaire impliqué dans la régulation de certaines  fonctions biologiques (fonctions 

métaboliques, contractiles et sécrétoires) . La diminution de  cGMP est observée dans divers types 

de cancers tel que le cancer de l'estomac, le cancer du poumon, le cancer du côlon, le cancer du 

foie, le  cancer de la prostate, le cancer du pancréas et le glioblastome (Cesarini et al., 2017) ce qui 

confère une importance majeur au ABCC5 comme cible pour traiter certains type de cancers 

(Tableau 13). 

D'autre part des études montrent que le transporteur MRP5 peut intervenir dans la résistance aux 

médicaments anticancéreux tel que la thiopurine utilisée en cas de leucémie lymphoblastique aiguë, 

la 6-mercatopurine et à la thioguanine, et au médicament anti-VIH 9- (2-phosphonylméthoxyéthyl) 

adénine (Cesarini et al., 2017). 
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Tableau 13 : Maladies associées aux transporteurs ABC. 

Protéine 

Nom 

commun Médicaments Chimio-thérapeutiques expulsés par le transporteur 

ABCA2 ABC2 Estramustine 

ABCB1 MDR1, P-gp Colchicine, Doxorubicine, Etoposide, Vinblastine, Paclitaxel 

ABCC1 MRP1 Doxorubicine, Daunomycine, Etoposide, Colchicine, Méthotrexate 

ABCC2 MRP2 Vinblastine, Cisplatine, Doxorubicine, Méthotrexate 

ABCC3 MRP3 Méthotrexate, Etoposide 

ABCC4 MRP4 6-mercaptopurine et 6-thioguanine, Méthotrexate 

ABCC5 MRP5 6-mercaptopurine et 6-thioguanine 

ABCC6 MRP6 Etoposide 

ABCC11 MRP8 5-fluorouracil 

ABCG2 BCRP 

Mitoxantrone, Topotécan, Doxorubicine, Daunomycine, Méthotrexate, 

Irinotécan, Imatinibe 
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CHAPITRE IV: IMMUNOTHERAPIE 

I-Généralités: 

Le traitement des tumeurs par immunothérapie consiste à mobiliser nos propres défenses contre les 

cellules cancéreuses. L’immunothérapie est actuellement l’une des voies de recherche les plus 

prometteuses en oncologie. Elle consiste à stimuler par différents traitements le système 

immunitaire afin de lui permettre de combattre les cellules tumorales. Il s’agit donc de réveiller le 

système immunitaire face au cancer (Waldmann et al.,  2003 ;Galluzi et al., 2015).  

L'efficacité de cette technique face à des tumeurs solides est enfin démontrée.  Ces traitements ont 

montré des résultats pertinents dans plusieurs localisations tumorales, notamment le cancer du 

poumon, le mélanome et le glioblastome. Malheureusement, aujourd’hui, la majorité des patients ne 

répondent pas efficacement à ces traitements et la recherche doit continuer pour augmenter le 

nombre de personnes pouvant bénéficier des immunothérapies. Certaines pistes sont déjà 

prometteuses et de nombreux essais sont en cours pour allonger la liste des cancers qui peuvent étre 

traités grâce aux immunothérapies (Galluzi et al., 2015).  

II- Traitements immunothérapeutiques: 

Actuellement il existe plusieurs types de traitements immunothérapeutiques. Certains visent à 

stimuler le système immunitaire d'une façon très générale, alors que d'autres méthodes plus ciblées 

visent à attaquer spécifiquement les cellules cancéreuses. 

Les principaux types d'immunothérapies employées incluent (figure 29): 

Les anticorps monoclonaux : les anticorps monoclonaux sont similaires aux anticorps produits par 

le système immunitaire élaborés de façon à reconnaître et attaquer de manière spécifique certains 

composants des cellules cancéreuses. 

Les vaccins anticancéreux : la vaccination consiste à injecter des substances étrangères dans le 

corps pour activer le système immunitaire spécifique. L'idée de la vaccination anticancéreuse est de 

mettre au point des vaccins qui puissent être administrés une fois la maladie déclarée, lorsque la 

taille de la tumeur est encore suffisamment restreinte. Ce type de vaccins est actuellement testé pour 

combattre le mélanome et le prostate (Le sipuleucel-T (Provenge). 

L'immunothérapie cellulaire : l'immunothérapie cellulaire consiste à utiliser les cellules 

du système immunitaire (surtout les lymphocytes) comme arme thérapeutique contre le cancer. Il 

peut s'agir de lymphocytes autologues (provenant du patient lui-même), qui doivent être activés au 

préalable, ou de lymphocytes allogéniques (provenant d'un donneur). On peut ainsi distinguer deux 
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principales approches : le transfert de lymphocytes T spécifiques d’antigènes tumoraux et 

l’utilisation de  NK.  

 

 

Fig. 29: Les différents types d'immunothérapies (Waldmann., 2003). 

1-Molécules employées en immunothérapie: 

Parmi les molécules employées, on trouve  (Randazzo et al., 2012): 

· Le rituximab qui est utilisé pour traiter les lymphomes résistant à la chimiothérapie. 

· Le trastuzumab en cas de cancer du sein résistant en raison de la présence de récepteurs 

HER2 . 

· L'ipilimumab (médicament Yervoy) et le pembrolizumab pour traiter les mélanomes ayant 

entraîné des métastases (car peu sensibles à la chimiothérapie) avec des résultats positifs de 

l'ordre de 20 % et avec 25 % de récidives en moins. 

· Le nivolumab (à base d'anticorps monoclonaux plus spécifiques que l'ipilimumab et qui 

ciblent des anticorps spécifiques avec donc moins d'effets secondaires), lui aussi contre les 

mélanomes mais également contre les cancers avancés du rein, du poumon et les carcinomes 

épidermoïdes de la tête et du cou ; 

· Le pembroliumab contre les mélanomes métastatiques (avec 30 % de résultats positifs et 

12 % d'effets secondaires sévères). 
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III- Système immunitaire et cancer: 

1-Généralités:  

Le système immunitaire correspond à l’ensemble des mécanismes de défenses capable de protéger  

l’organisme et lui permettre de maintenir son intégrité (Parkin et Cohen, 2001). 

Le développement d'une réponse immunitaire se traduit par l'activation de 2 systèmes de défense 

qui assurent le mécanisme de l’immunosurveillance : une réponse innée ou naturelle qui constitue la 

première ligne de défense de l’organisme, et une réponse spécifique ou adaptative impliquant des 

réponses humorales et des réponses à médiation cellulaire (Zitvogel et al., 2006). 

Notre système immunitaire est un système très complexe constitué de plusieurs types de cellules et 

composé de trois lignes de défense (figure 30).Les deux premières lignes constituent le système 

immunitaire innée ( peau, cellules effectrices de l’immunité innée que les cellules Tγδ, les cellules 

Natural killer (NK), les cellules dendritiques (DC), les cellules T Natural killer (NKT)) et la 

troisième ligne est celle de l'immunité adaptative composée des cellules effectrices tel que les 

lymphocytes T et B (figure 31). 

 Ces cellules immunitaires sont produites par les organes lymphoïdes primaires (la moelle osseuse 

et le thymus) et sont véhiculées par la circulation sanguine et lymphatique (Escamilla, 2013) 

(figure 32).  

 

 

 

Fig. 30: Immunité innée et adaptive. 
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. 

 

Fig. 31:Les trois lignes de défense du systeme immunitaire. 

 

 

Fig. 32: Les différentes phases de la réponse immunitaire anticancéreuse 

 (Escamilla et al., 2013). 
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Lorsqu’une cellule est modifiée suite à l'introduction d’un corps étranger (infection virale ou 

bactérienne) ou par une molécule anormale que la cellule l'exprime après une mutation d’un gène par 

exemple, le système immunitaire est activé (Parkin et Cohen, 2001). Ce dernier est donc capable de 

détecter les cellules transformées (cancéreuses, infectées) et de les détruire avant qu’elles ne 

deviennent dangereuses. Ce phénomène est appelé immunosurveillance anti-tumorale  (Stroncek et 

al., 2013; Villalba et al., 2013).  

2- Immunosurveillance : 

Cette théorie définit les relations entre les cellules transformées et le système immunitaire selon 

trois phases: l’élimination, l’équilibre, et l’échappement (Dunn et al., 2002; Schreiber et al., 2011) 

(figure 33). 

Dans la phase d'élimination, les réponses immunitaires innées et adaptatives travaillent ensemble 

pour détruire les tumeurs bien avant qu'elles ne deviennent cliniquement apparentes. Si la réponse 

est efficace, le cancer peut être éliminé. Si, toutefois, ce n’est pas le cas, les cellules tumorales 

peuvent entrer dans la phase d'équilibre qui implique seulement des effecteurs de l’immunité 

adaptative. Lors de cette phase, l'immunogénicité des tumeurs est modifiée. Des variantes de 

cellules tumorales peuvent émerger car elles ne sont plus reconnues par l'immunité adaptative, elles 

deviennent insensibles à la réponse immunitaire effectrice, ou elles induisent un état 

immunosuppresseur dans le microenvironnement de la tumeur. Ces cellules tumorales peuvent alors 

entrer dans la phase d'échappement, durant laquelle leur croissance n'est plus supprimée par 

l'immunité (Schreiber et al., 2011). Cette phase va permettre la survie de cellules tumorales et 

même leur croissance sans limitation par le système immunitaire. Les cellules cancéreuses subissent 

des divers modifications génétiques capables d'induire des modifications essentielles nécessaires 

pour contourner à la fois les défenses immunitaires innées et adaptatives (Stroncek et al., 2013; 

Villalba et al., 2013). 

 Les cellules cancéreuses parviennent à échapper à la surveillance du système immunitaire de 

différentes façons : 

- perte de l’expression d’antigènes tumoraux, ou de molécules du CMH (complexe majeur 

d’histocompatibilité) (Aptsiauri et al., 2007; Campoli et Ferrone, 2008). 

- augmentation de l’expression de molécules anti-apoptotiques (bcl-2, c-flip…), 

- production de molécules immunosuppressives (TGFβ, IL-10, PGE2,IDO (Indoleamine 2,3-

Dioxygenase) (Julian et al., 2009). 

- recrutement dans le microenvironnement tumoral de cellules suppressives (lymphocytes T 

régulateurs, cellules myéloïdes suppressives, macrophages de type M2…). Ces dernières inhibent 
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l’activité des lymphocytes infiltrant les tumeurs. Elles produisent également des facteurs de 

croissance qui favorisent la prolifération tumorale. Elles peuvent aussi produire des molécules pro-

angiogéniques (Lu et al., 2011). 

- expression de molécules (Fas-L, PD-L1..) favorisant l’apoptose des lymphocytes (Villalba et al., 

2013). 

Tous ces phénomènes d’échappement et d’immunosuppression sont augmentés au cours de la 

progression de la maladie. 

 

Fig. 33: Les trois étapes de l'immunosurveillance (Schreiber et al., 2011; Vesely et al., 2011). 
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3- Les effecteurs de la réponse immunitaire anti-tumorale: 

a- Les cellules dendritiques (DC): 

Les cellules dendritiques sont des cellules immunitaires qui possèdent des expansions 

cytoplasmiques appelées des dendrites, et elles sont présentes dans l’ensemble des tissus de 

l’organisme, plus spécifiquement au niveau de l’épiderme et au niveau du thymus. Elles ont deux 

origines, soit myéloïde, soit lymphoïde.  

Bien que les cellules dendritiques présentent, comme les macrophages, des fonctions d’endocytose 

et de phagocytose et elles jouent encore le rôle de cellules présentatrices d’antigènes, ce que leur 

permet d’activer les lymphocytes (B et T) présents au niveau des organes lymphoïdes secondaires.  

Dans le cas d’une réponse immunitaire anti-tumorale idéale, les DC internalisent les antigènes 

exogènes dans les tissus périphériques, puis migrent, sous l’influence de différents facteurs, 

jusqu’aux organes lymphoïdes secondaires. Elles jouent donc un rôle principal dans l’activation de 

la réponse immunitaire adaptative. 

 

b- Les lymphocytes T: 

Les lymphocytes T sont des cellules  de l’immunité adaptative à médiation cellulaire, qui vise à 

détruire les cellules pathogènes, soit des bactéries ou des cellules cancéreuses.On distingue 

plusieurs types de lymphocytes T : 

· Les LT CD8 qui évoluent  en LT cytotoxique. 

· Les LT CD4 qui donneront des LT helper (ou auxiliaires) qui ont un rôle de régulation de la 

réponse immunitaire adaptative par activation d’autres cellules immunitaires. 

Les lymphocytes T CD4 reconnaissent, via leurs récepteurs spécifiques  TCR, l’antigène au niveau 

des molécules de CMH de classe 2 de cellules présentatrices d'antigènes (CPA) et s’activent 

seulement si ce dernier signal est accompagné des signaux de co-stimulation via l’interaction de 

CD80/CD86 et du récepteur CD28 (Dunn et al., 2004) 

Les lymphocytes T CD8 cytotoxiques (CTL) sont capables de reconnaitre via le CMH les antigènes 

exprimés par les cellules tumorales. Ils peuvent lyser les cellules tumorales par un mécanisme de 

cytotoxicité dépendante de la perforine et des granzymes ou d’induction d’apoptose. De façon 

parallèle, ces cellules sont capables de sécréter de l’INF-γ, qui polarise la réponse T vers une 

réponse Th1(Jeannin et al., 2011). 
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c- Les lymphocytes B: 

Les lymphocytes B sont des cellules de la réponse immunitaire adaptative à médiation humorale, 

qui vise à produire les anticorps spécifiques de l’agent pathogène. 

 Il existe différents mécanismes impliquant les anticorps spécifiques des antigènes tumoraux dans la 

mort des cellules tumorales. Le mécanisme principal est appelé cytotoxicité à médiation cellulaire 

dépendante des anticorps ou ADCC (antibody dependant cell cytotoxicity). Les anticorps liés aux 

cellules tumorales activent les cellules effectrices du système immunitaire. Les anticorps IgG se 

fixent via leur région Fc sur les macrophages ou sur les récepteurs CD16 des cellules NK. Cette 

fixation entraîne leur activation et la lyse des cellules tumorales  (Snijdewint F et al., 2001).  

La liaison des antigènes de tumeurs aux anticorps peut aussi entraîner la cascade classique du 

complément et donc la lyse des cellules (Livingston P et al., 2000). 

d- Les NKT: 

La cellule NKT (pour « Natural Killer T ») est une cellule intermédiaire entre la cellule NK et le 

lymphocyte T. Elle fait parti des lymphocytes puisqu'elles ont le même  progéniteur lymphoïde au 

niveau de la moelle osseuse, mais contrairement à la cellule NK, elle présente les récepteurs  TCR  

d'ou leurs ressemblance au lymphocyte T. 

Les cellules NKT peuvent  reconnaitre les glycolipides tumoraux présentés par les CPA via leur 

récepteur CD1d, signal capable de les activer. Les NKT activées libèrent de l’INF-γ, et induisent la 

lyse des cellules tumorales via TRAIL et la perforine (Morita  et al., 1995; Nakagawa et al., 

2000). 

e- Les cellules Natural Killer (NK): 

Comme leur nom indique les cellules NK sont des cellules de l'immunité innée qui peuvent "tuer" 

sélectivement les cellules transformées (tumorales ou infectées) sans léser les cellules saines. 

On va s'intéresser principalement  à l'étude de ces cellules dans la suite de cette thèse. 
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CHAPITRE V: LES CELLULES NK 

I- Introduction: 

Les cellules Natural Killer (NK), découvertes au début des années 1970, sont les cellules effectrices 

de la réponse immunitaire innée.  

Elles représentent 5 à 20% des cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC, de peripheral 

blood mononuclear cells), mais peuvent représenter jusqu'a 30 à 50% des lymphocytes dans le foie 

(Freud et al., 2014; Vivier et al., 2008) . Chez l’adulte, les cellules NK se développent 

principalement dans la moelle osseuse à partir de cellules souches hématopoïétiques CD34+  (Yu et 

al., 2013) (figure 34).  

 

 

Fig. 34: Le développement des cellules sanguines à partir d'une cellule souche de sang pour les 

globules rouges et blancs (Aggarwal et Pittenger, 2005). 

 

 

Un modèle de développement des cellules NK humaines in vivo composé de cinq stades a été 

proposé (Freud et Caligiuri,  2006) (Figure 35). Les trois premiers stades comportent des cellules 

engagées dans la lignée des cellules NK mais encore capables de se différencier en d’autres types 

cellulaires tels que les lymphocytes T et les DC myéloïdes (mDC). Les stades 4 et 5 signent l’entrée 

définitive dans la lignée des cellules NK. 
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Fig. 35: Modèle in vivo de développement des cellules NK humaines (Freud et al., 2006). 

 

II- Les sous populations des cellules NK: 

Les cellules NK sont identifiées selon leur expression du CD56+ CD16+ et CD3-, mais peuvent être 

distinguées davantage en trois sous-populations (Chan et al., 2007; Huntington et al., 2009; 

Juelke et al., 2010 ; Domaica et al., 2012;). Les cellules NK CD16 Bright CD56Dim représentent 

90%, les cellules CD16Dim CD56bright représentent 10% et les cellules CD16 - CD56bright représentent 

1-3% des cellules NK au niveau périphérique mais sleur fréquence augmente pendant certaines 

infections chroniques comme le VIH. (Farag et Caligiuri, 2006; Poli et al., 2009) (Figure 36).  

 

Fig. 36: Classification des cellules NK selon l'expression de CD56 

(Farag, 2006; Poli et al., 2009). 
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Il n'y a présentement aucune preuve directe, mais de nombreuses études suggèrent que les cellules 

NK CD16dimCD56bright sont les précurseurs des cellules CD16brightCD56dim (Yu et al., 2010; Beziat 

et al., 2010). D'abord, il a été démontré que les cellules NK CD16dimCD56bright possèdent des 

télomères plus longs que les cellules NK CD16brightCD56dim ce qui suggère qu'elles ont moins 

proliféré (Cooper et al., 2001 ; Farag et Caligiuri, 2006; Poli et al., 2009). Deuxièmement, 

contrairement aux cellules NK CD16brightCD56dim, les cellules CD16dimCD56bright expriment le 

CD117 mais n'expriment pas le CD57, deux récepteurs exprimés par les cellules progénitrices et 

sénescentes, respectivement (Montaldo et al., 2013) (figure 37 et tableau 13).  

 

 

Fig. 37: Représentation schématique de la différenciation des cellules NK  

(Montaldo et al. ,2013). 
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Tableau 14 : Caractérisations des cellules NK CD56 Bright et CD56dim   . 

 

 

III- Les fonctions effectrices des cellules NK: 

  

1- La cytotoxicité: 

Comme leur nom le signifie en tant que "tueuses naturelles" les cellules NK sont capables d'induire 

des fonctions effectrices directes face aux cellules altérées (infectées ou tumorales) sans léser les 

cellules saines du soi. 

Gràce à la grande diversité des récepteurs exprimés à leurs surfaces, les cellules NK peuvent 

reconnaitre les cellules infectées ou tumorales grâce à la détection de la baisse d’expression des 

molécules du CMH-I, et/ou l’identification de molécules de stress ou de ligands d’origine virale par 

des récepteurs activateurs. Cette reconnaissance active les cellules NK d'où la destruction des 

cellules cibles. Cette fonction est nommée « cytotoxicité naturelle » (Vivier et al., 2013) assuré par 

l'activation de la voie perforine/granzymes (Anthony et al., 2010). L’exocytose de granules 

cytotoxiques est un mécanisme commun aux cellules NK et aux LTCs. A la différence des LTCs 
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qui synthétisent les granules seulement après rencontre avec l’antigène spécifique, les cellules NK 

forment les granules au cours de leur développement ce qui leur permettant ainsi de répondre très 

rapidement face à une cellule tumorale ou infectée (Colucci et al., 2003).  

2- La production de cytokines : 

Les cellules NK ne sont pas simplement, comme leur nom signifie, des cellules tueuses naturelles 

de l’immunité innée, mais également des cellules qui interviennent dans  la régulation des réponses 

inflammatoires et la mise en place des réponses immunes adaptatives (Fauci et al., 2005) grâce à 

leur capacité à produire des cytokines et des chimiokines. 

a- Les cytokines: 

Une fois activées, les cellules NK produisent majoritairement de l’IFN-γ (Interferon gamma) mais 

aussi du TNF-α, TGF-β (Transforming growth factor), GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony 

Stimulating Factor), IL-3, -5, -8, -10 et -13(IL: Interleukine) (Cooper et al., 2001). Les cytokines 

produites dépendent des conditions de stimulation et des cytokines présentes dans l’environnement. 

-La production d’IFN-γ oriente la réponse immunitaire vers une réponse de type Th1, active les 

cellules présentatrices de l’antigènes (CPA) et augmente l’expression des molécules de CMH de 

classe I (Wallach et al., 1982). De plus, l’IFN-γ joue un rôle antiprolifératif sur les cellules 

infectées, malignes ou transformées et capables d'activer les macrophages afin d’éliminer les 

pathogènes (Filipe-Santos et al., 2006 ; Maher et al., 2007).  

-Le microenvironnement riche en IL-12 et l’IL-15 favorise une production importante d’IL-10 

tandis que l’IL-15 associée à l’IL-18 induit la production de GM-CSF, TGF-β et de l’IL-13 

(Cooper et al., 2001).  

-Le GM-CSF est important pour la maturation des cellules dendritiques et des macrophages ainsi 

que pour la prolifération des polynucléaires (Tarr et al., 1996).  

-Le TGF-β et l’IL-10 sont deux cytokines produites tardivement, qui jouent un rôle important dans 

la modulation de la réponse inflammatoire (Banchereau et Steinman, 1998; Wallace  et Smyth, 

2005). 

b- Les chimiokines: 

La fonction principale des chimiokines est de faire appel aux autres populations cellulaires sur le 

site de l’inflammation (Maghazachi et al., 2002). Leur production est rapide et précède celle des 
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cytokines (Lum et al., 2004). Elle est déclenchée principalement par l’IL-12/IL-18, IL-12/IL- 15 ou 

par les cellules cibles. 

IV- Les récepteurs des cellules NK: 

 

Contrairement aux lymphocytes T et B, les cellules NK n’expriment pas de récepteurs spécifiques 

d’antigènes mais sont néanmoins capables de moduler les réponses immunitaires innées et 

adaptatives et de lyser les cellules tumorales et infectées. Ces deux fonctions sont régulées par 

l'équilibre entre les signaux reçus par les récepteurs inhibiteurs et activateurs exprimés à la surface 

des cellules NK (Alvarez-Breckendrige et al., 2012) (Figure 38).  

On distingue classiquement deux familles de récepteurs NK : les récepteurs inhibiteurs 

(Tel que KIR-L (killer cell immunoglubulin-like receptors-Long), LIR/ILT (Leucocyte 

Immunoglobulin-like Receptor/Immunoglobulin-like Transcript)  et les récepteurs activateurs (tel 

que CD16, NKp46, DNAM1, NKG2D...). Cette dualité doit plutôt être perçue sous forme de 

complémentarité dans le sens où les réponses reçues par les NK sont contrôlées par une balance 

entre les signaux inhibiteurs et activateurs transmis par les différentes familles de récepteurs (Vivier 

et al., 2011). 

 

 

Fig. 38: Les récepteurs ces cellules NK (Alvarez-Breckendrige et al., 2012). 
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1- Régulation du seuil d’activation des cellules NK: 

 

La régulation de l’activation des cellules NK est dépendante d’une balance entre des signaux 

activateurs et inhibiteurs déclenchés par les différents récepteurs des NK. On distingue 

schématiquement 4 situations (figure 39):  

(i) Une cellule n’exprimant aucun ligand des récepteurs inhibiteurs ou activateurs, c’est le cas de 

l’érythrocyte. La cellule NK est alors inhibée. 

(ii) Une cellule cible normale exprime à sa surface des molécules du CMH-I reconnues par un 

récepteur inhibiteur NK : la cytotoxicité naturelle de la cellule NK est alors inhibée. 

(iii) Une cellule cible exprime des ligands pour les récepteurs activateurs mais n’exprime pas ou 

peu de molécules du CMH-I : il n’y a pas d’inhibition du signal activateur, la cellule est donc lysée  

(iv) Une cellule cible stressée exprime de façon anormale des ligands reconnus par les récepteurs 

activateurs mais n’a pas perdu l’expression des molécules du CMH-I : le signal inhibiteur bloque 

l’activation et la cytotoxicité naturelle.  

Dans cette situation, le signal inhibiteur peut être levé lorsque la densité en ligands activateurs ou 

l’affinité récepteurs/ligands est importante. 

 

 

Fig. 39: Régulation du seuil d’activation des cellules NK. 

 

2- Les récepteurs inhibiteurs: 

 

Les récepteurs inhibiteurs appartiennent à deux grandes familles moléculaires de glycoprotéines 

membranaires : la superfamille des immunoglobulines qui comprend les KIR-L (killer cell 

immunoglubulin-like receptors Long), et les LIR/ILT (Leucocyte Immunoglobulin-like 
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Receptor/Immunoglobulin-like Transcript) et la superfamille des lectines de type C qui comprend 

les complexes CD94/NKG2A et CD94/NKG2B. 

Les plus étudiés d’entre eux reconnaissent les molécules CMH de classe I du soi exprimées à la 

surface de quasiment toutes les cellules saines. En situation normale (non pathologique), les cellules 

NK « voient » le CMH de classe I sur les cellules saines et sont inhibées. Ce mécanisme garantit 

que les cellules saines soient préservées de la cytotoxicité des NK. Une baisse d’expression des 

molécules CMH de classe I est perçue comme une modification de l’équilibre des signaux 

inhibiteurs/activateurs, et conduit à l’activation des fonctions effectrices NK (tableau 13).  

 

3-Les récepteurs activateurs : 

 

Bien que l’expression des molécules CMH de classe I paraisse indispensable pour l'activité des 

cellules NK, plusieurs recherches ont montré que certaines cibles cellulaires (notamment les 

érythrocytes) n’expriment pas les molécules du CMH-I et ne sont cependant pas lysées par les 

cellules NK. Cela suppose qu’en plus de la levée de l’inhibition, un signal activateur soit nécessaire 

(tableau 13). Plusieurs familles de récepteurs activateurs ont alors été mises en évidence tel que : 

 

a- La superfamille des immunoglobulines (Ig): 

 -CD16a  

Le récepteur CD16a est codé par un gène localisé sur le chromosome 1. Il est exprimé sur tous les 

cellules NK CD56dim, une fraction des NKCD56bright et une faible proportion de lymphocytes T-γδ, 

mais aussi sur les monocytes et les macrophages. 

-DNAM-1  

Ce récepteur est codé par un gène situé sur le chromosome 18. Il est exprimé à la fois sur les 

cellules NK et les cellules T CD8 d'ou il participe à l’interaction des cellules NK avec les cellules 

tumorales. Ils sont aussi exprimés sur la surface des monocytes/macrophages et des cellules 

dendritiques (Shibuya et al., 1996 ; Bottino et al., 2003). 

 

b- La famille des NCR (Natural Cytotoxicity Receptors) : 

Les récepteurs de la cytotoxicité naturelle (NCR), récemment décrites par Kruse et son équipe, 

représentent une famille de molécules exprimées à la surface des cellules NK humaines incluant 

NKp30, NKp44 et NKp46 (Kruse et al., 2014). 
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c- La famille des lectines de type C: 

-NKG2C: faiblement exprimé sur les cellules NK CD56bright et CD56dim d’un individu sain 

(Kusumi et al., 2006). Il est augmenté au cours de différentes infections dont celle médiée par le 

cytomégalovirus humain (HCMV), le virus de l’hépatite B (VHB), le virus de l’hépatite C (VHC), 

le virus de l’immunodéficience humaine de type-1 (VIH-1) et les Hantavirus (Hendricks et al., 

2014; Beziat et al., 2014 ; Fausther-Bovendo et al., 2008 ; Oliviero et al., 2009; Björkström et 

al., 2011). 

-NKG2E: reste très peu étudié à ce jour à cause de l’absence d’anticorps spécifiques pour la 

cytométrie.  

-NKG2F: possède un domaine cytoplasmique et un segment transmembranaire mais pas de 

domaine extracellulaire (Plougastel et al., 1997). Il ne s’associe pas au CD94 et transmet un signal 

activateur mais sa fonction exacte reste encore inconnue (Kim et al.2004). 

-NKG2D: c'est un recepteur activateur appartenant à la famille des lectines mais qui a très peu 

d’homologie avec les autres NKG2 (Houchins et al., 1991; Wu et al., 1999). 

On va s'intéresser à l'étude de ce type de recepteurs dans le reste de manuscrit. 

  4- Le récepteur NKG2D (Natural-Killer group 2 D): 

NKG2D est un récepteur transmembranaire activateur codé par un gène situé sur le chromosome 12 

(Mistry  et al., 2007). Il s’agit d’un homodimère exprimé à la surface de toutes les cellules NK, 

d’une partie des LT-γδ et T-CD8 αβ ainsi que sur une sous population de lymphocytes T CD4+ 

(Gonzalez  et al., 2006).  

Chez l’Homme, NKG2D reconnait et interagit avec une grande diversité de ligands de stress 

présentant des homologies de structures avec les CMH-I tel que MIC-A, MIC-B (Major 

histocompatibility complex class I related chain A et B), ULBP-1, ULBP-2, ULBP-3 et ULBP-4 ( 

UL16 binding protein) (Chalupny et al., 2003; Bauer et al., 1999; Raulet et al., 2013). Ces 

molécules sont absentes sur les cellules normales mais sont exprimées à la surface des cellules 

transformées lors d’un stress cellulaire (transformation tumorale, infection virale, lésion de l’ADN 

(Gonzalez et al. ,2006) (figure 40).  

NKG2D permet donc aux cellules NK de détecter les modifications cellulaires induites par des 

processus pathologiques infectieux, tumoraux, liés à des carcinogènes, à des chocs oxydatifs ou 

thermiques (Mistry et al., 2007). Globalement, l’engagement des récepteurs activateurs a pour 

conséquence le déclenchement de la cytotoxicité naturelle et de l’ADCC par les cellules NK. Ceci 

peut également entrainer leur stimulation, prolifération et production de cytokines (figure 41). 
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Fig. 40: Représentation schématique de l'action des NK contre les cellules tumorales  

(Lanier et al., 2001). 

 

 

 

Fig. 41 : Fonctions du récepteur NKG2D exprimé par les NK, les T CD8+ et les T 

gamma-delta. 
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Tableau 15: les  récepteurs des NK , leurs ligands et leurs expressions (Montaldo et al., 2013). 
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4.1- Les protéines MICA et MICB : 

a- Généralités: 

Les protéines MICA et MICB humaines sont codées par 2 gènes polymorphes qui appartiennent à 

une famille multigénique localisée sur le chromosome 6 chez Homo sapiens (6p21.3) (Nalabolu et 

al., 1996), à proximité du gène HLA-B (Bahram et al., 1994). Les gènes MIC sont composés de 7 

gènes (MICA,MICB,MICC,MICD,MICE,MICF et MICG) ; leur taille est supérieure de 12kb à 

celle des gènes CMH-I (Bahram et al., 1994), et leur région 5' flanquante comporte des éléments 

de régulation de choc thermique similaires aux éléments régulateurs en amont du gène hsp70 (Groh 

et al., 1996). Le gène MICA comme le gène MICB, est exprimé chez les mammifères à l'exception 

des certains rongeurs.  

Seuls les gènes MICA et MICB sont traduits en protéines, les autres étant des pseudo gènes. 

D’un point de vue structural, MICA est composé de trois domaines structuraux distincts : trois  

domaines alpha (alpha 1 ,alpha 2, alpha 3) (figure 42). 

 

Fig. 42 : Structure 3D des domaines extracellulaires de MICA (Valés-Gómez,2015). 

Les protéines MICA/B sont positivement régulées en réponse au stress cellulaire dans les cellules 

transformées (Dienfach et al., 2000) et les cellules infectées (Jinushi et al., 2003). A la suite de 

l'interaction MICA;B/NKG2D, les cellules NK sont activées grâce à la protéine DAP10 couplée aux 

récepteurs NKG2D (Wu et al., 1999). Ce signal d'activation domine le signal inhibiteur induit par 

la reconnaissance de NKG2D par les protéines CMH-I (Dienfach et al., 2000).  

 



CHAPITRE V: LES CELLULES NK 

13 

b- Expression cellulaire et tissulaire des protéines MICA/B : 

L’expression des protéines MICA/B sur la membrane des cellules, en conditions physiologiques 

normales, est restreinte à un petit nombre de cellules tel que les cellules épithéliales intestinales 

(Groh et al., 1996), les fibroblastes, les cellules endothéliales, les monocytes, les kératinocytes 

(Zwirner et al. 1998) (Zwirner et al., 1999), les macrophages (Nedvetzki et al., 2007) et les 

cellules dendritiques (Jinushi et al., 2003). Plus récemment, il a été montré que les lymphocytes T 

actives présentent une expression des molécules MICA/B (Cerboni et al., 2007).Bien que 

l’expression de MICA/B dépend principalement de type cellulaire, elle est soit constitutive à la 

surface des cellules (endothéliales, épithéliales, et des fibroblastes) soit induite suite à un signal 

activateur à la surface des cellules (Lin et al., 2012) (les monocytes, les cellules dendritiques, les 

kératinocytes et les lymphocytes T).  

Cependant l'induction de l’expression de MICA/B est parait possible par toute les cellules en 

conditions de stress (Kloss et al., 2008). En effet, une analyse comparative de taux d'expression de 

MICA/B dans divers types  de cellules et de tissus sains ou pathologiques a permis la détection de 

transcrits MICA/B dans la plupart des échantillons testés à l’exception du système nerveux central 

(Molinero et al., 2004; Schrambach et al., 2007)(figure 43). 

 

Fig. 43 : Régulation de la synthèse de MICA et MICB , du gène à la protéine. 

En plus des mécanismes liés aux dommages de l’ADN, différents travaux  ont montré que 

l’expression des protéines MICA et MICB peut également être modulée par les cytokines pro- 

inflammatoires qui assurent soit une régulation positive tel que le TNFa Lin et al., 2012), 

L'interleukine-2, -4 et -15 (Molinero et al., 2006), ou une régulation négative tel que l’IFNg qui 

induit la diminution de l’expression de MICA et MICB sur des cellules tumorales (Zhang et al., 

2005 ; Schwinn et al., 2009).Un nouveau mécanisme de régulation a été décrit basé sur l'utilisation 

des miARN (Stern-Ginossar et al., 2008) dont parmi eux ont été décrits à ce jour : miR-17-5p, 
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miR-20a, miR93, miR-520b, miR106b-5p, miR-372 et miR 373-3p. Tous ces miARN reconnaissent 

une séquence localisée dans la région 3’UTR des ARNm codant pour MICA ou MICB. 

 

c- MICA/NKG2D : de la reconnaissance à la lyse de la cellule cible : 

 

La fonction principale des NK consiste à l’élimination des cellules transformées (infectées ou 

tumorales). Avant cette étape critique et irréversible, les NK doivent passer différents points de 

contrôles afin de décider  si la cellule contactée doit être éliminée ou non. Ce processus comprend 

trois étapes majeurs : la reconnaissance de la cellule cible, la phase effectrice et enfin l’étape 

correspondant à un retour à la normale du NK (figure 45). 

-La phase de reconnaissance du NK et de la cellule cible : 

Les cellules NK ont la capacité de sélectionner les cellules à éliminer grâces aux longs 

prolongements cytoplasmiques appelés nanotubes (Chauveau et al., 2010). Ces structures fines et 

non adhérentes permettent d'orienter les NK vers les cellules exprimant le plus de ligands de stress. 

De plus, la présence de nanotubes sur les NK a été associée avec une meilleure cytotoxicité, ce qui 

suggère que ces structures particulières  sont  capables  de  libérer  des  granules  cytotoxiques.  

Une fois la cellule à éliminer est identifiée, les cellules NK s'adhérent aux cellules transformées 

(Bryceson et al., 2009) d'où la formation d'une synapse immunologique .Cette synapse une fois 

activée va permettre le recrutement de tyrosines kinases, la production de PIP(4,5)P2 et la 

réorganisation de la F-actine tout en inhibant toutes voies de signalisations impliquées dans la 

migration des cellules NK (Mace et al., 2010).  

-La phase effectrice : 

Lors de la phase effectrice, les NK vont libérer massivement ses granules cytotoxiques et lyser la 

cellule cible (Orange et al., 2002).Suite à l’interaction entre le ligand et son récepteur activateur, 

MICA et NKG2D par exemple, plusieurs voies de signalisations sont activées tel que  la voie de la 

PI3K , la voie de la phospholipase Cg (Bryceson et al., 2011) et la voie de NFKB (Lin et al., 

2012).  

La phase effectrice se termine lorsque les granules arrivent au niveau de la synapse pour fusionner 

avec la membrane plasmique du NK et libérer la perforine et le granzyme B (Pandey et  al., 

2007). Lors de la phase effectrice, un phénomène particulier peut avoir lieu, il s’agit de la 

trogocytose (Nakamura et al., 2013). 

 -La phase de terminaison : 

La phase de terminaison est marquée par le retour à l'état normal des NK activées. Durant cette 

phase la cellule cible est  entrée en apoptose suite à l’intégration du granzymes B facilité par la 

perforine (Simhadri et al., 2012). La terminaison est alors initiée avec l’internalisation et  la 
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dégradation des récepteurs NKG2D et CD16 ayant interagies avec leurs ligands, ce qui conduit 

à une baisse progressive du signal activateur (Romee et al., 2013). La phase de terminaison prend 

fin avec le détachement du NK de sa cible. 

 

4.2- Les protéines ULBP: 

 

Les protéines ULBP sont codées   par le gène ULBP localisé dans la région 6q24.2-25.3 du 

chromosome 6 (Radosavljevic et al., 2002). Dix gènes forment le locus ULBP et seulement 6 

codent pour des protéines fonctionnelles, ULBP-1, ULBP-2 ,ULBP-3, ULBP-4, ULBP-5 et 

ULBP-6. Les gènes codant pour les protéines ULBP, en comparaison aux allèles MIC, sont très 

peu polymorphes. Les protéines ULBP-4 et -5 sont des glycoprotéines transmembranaires alors  

que les glycoprotéines ULBP-1, -3 et -6 sont ancrées à la membrane au moyen d’un groupement 

GPI (glycophosphatidylinositol). ULBP-2 a la particularité de pouvoir être exprimée à la 

membrane sous une forme transmembranaire ou ancrée à la membrane via un groupement GPI 

(Fernandez-Messina et al., 2011) ( figure 44). 

Fig. 44 : Structures et affinités des différents ligands de NKG2D. 

 

4.3- NKG2D et pathologies immunes : 

 

De nombreuses études rapportent l’implication des ligands de stress dans diverses pathologies 

(Diefenbach et al., 1999) notamment dans le rejet de greffe, le développement de maladies auto- 

immunes (Luo et al., 2014 ; Cerwenka et Lanier., 2003) . 

Il est relativement évident de mettre en relation le contexte tumoral et l’expression des ligands 

MICA/B et ULBP1 puisque ces molécules sont régulièrement exprimées à la surface des cellules 
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tumorales ce qui facilite leurs éliminations par les cellules NK (Groh et al., 1999 ;Bauer et al., 

1999).  

Ces résultats soutiennent l’idée que les NK participent activement à la reconnaissance et à 

l’élimination des tumeurs (Cerwenka et al., 2001; Diefenbach et al., 2001). De nouvelles études 

menées par Smyth avec des anticorps neutralisant le NKG2D et par Nadia Guerra avec des souris 

déficientes pour NKG2D montrent l’importance du récepteur dans la surveillance des cellules 

tumorales. En effet, ces deux études montrent que les souris ayant reçues des anticorps bloquants 

anti-NKG2D ou des souris déficientes pour NKG2D ont une susceptibilité accrue de développer 

une tumeur (Smyth et al., 2005; Guerra et al. , 2008). 

Certains types de tumeurs ont pu échapper au système immunitaire en ciblant les gènes codant 

pour des ligands du récepteur NKG2D. L’équipe de Beatriz Suarez-Alvarez a montré que plusieurs 

lignées cellulaires issues de leucémies myéloïdes aiguës peuvent moduler l’expression de MICA  

et des ULBP-1, -2 et -3. Cette étude démontre que la baisse d’expression de ces différents ligands 

est corrélée avec une forte méthylation du gène codant pour ces mêmes ligands (Baragaño 

Raneros et al., 2015). 

 

5- Voies de signalisations activées par NKG2D : 

 

Le recepteur NKG2D est couplé à la membrane de façon non-covalente avec la protéine adaptatrice 

DAP10, premier élément de la signalisation induite par NKG2D (Gilfillan et al., 2002).  Une étude 

a montré que les souris déficientes en DAP10 présentent un développement normal des NK mais la 

fonction cytotoxique passant par NKG2D est fortement diminuée sans être totalement abrogée. 

L’interaction entre NKG2D et l’un de ses ligands va phosphoryler DAP10 et permettre le 

recrutement des protéines de signalisation Grb-2, PLC-g2, SLP-76, PI3K et Vav-1 (Billadeau et al. 

, 2003). L’ensemble de ces protéines de signalisation converge vers la protéine Rac, élément clé 

dans l’activation de la voie MAPK via l’activation en cascade des protéines Sos, Ras, Raf et MEK 

(Colucci et al., 2001) (figure 45). 
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Fig. 45 : Voies de signalisation impliquées dans l’activation des NK. 
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Depuis la découverte du premier transporteur ABCB1 en 1976, de nombreuses études ont 

porté sur le fonctionnement moléculaire des transporteurs ABC.Leur fonction en tand que 

transporteur de divers types de substances leur confère d’importants rôles dans l’absorption, la 

distribution, et l’excrétion des composés pharmacologiques. Ils se trouvent ainsi impliqués dans 

certaines maladies héréditaires et physiopathologiques graves.Mais leur implication dans 

l'appartion de phénotype MDR reste encore la fonction la plus importante à etudier. 

La première partie de mon travail de thèse s’est articulé autour des 3 priorités suivantes: 

  

1) Déterminer le taux d'expression des ABC dans divers types de lignées cellulaires tumorales 

in vitro et in vivo en présence ou non de dichloroacetate afin d'évaluer l'effet de cette 

molécule sur "la correction" de phénomène de la chimiorésistance. 

 

2) Evaluer l'effet de dichloroacetate sur le mode d'action des transporteurs ABC en présence 

d'un agent cytotoxique utilisé dans le traitement de divers types de cancers 

(Daunorubicine). 

 

3) Déterminer par quelle(s) voie(s) de signalisation(s) le dichloroacetate peut modifier 

l'expression des transporteurs. 

 

 

Bien que la chimiorésistance représente un obstacle majeur devant la réussite des traitements qui 

visent à réduire ou à éliminer les cellules cancéreuses, et que les progrès visant à "corriger" la 

chimiorésistance peuvent former une révolution contre les cancers , elle reste une méthode limitée 

pour certains types de cancers. 

 

Malgré les travaux de recherches excessives pour améliorer les resultats obtenues aprés 

administration des traitements anticancéreux, cependant  des nouvelles thérapies sont 

recommendées. L’immunothérapie du cancer de sang est actuellement une voie thérapeutique en 

pleine expansion mais elle montre encore des limites et des effets secondaires prouvés.  

 

Certaines équipes se sont intéressé à des nouvelles approches thérapeutiques qui font appel à 

l'utilisation des molécules qui ne présentent aucun effet négatif sur les cellules saines. 
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Le dichloroacetate est l'une des méthodes qui a prouvé son efficacité dans l'élimination de divers 

types de cancer. 

 

Dans cette deuxième partie de thèse, nous avons d'abord s'intéresser à: 

 

1) Associer l'immunothérapie basée sur l'utilisation des NK activées au dichloroacetate et vérifier 

leur efficacité contre les cancers du sang. 

 

 

2) Déterminer l'effet de DCA sur l'expression des ligands de stress (MICA/B et ULBP1) exprimés 

sur la surface des cellules tumorales. 

 

4) Evaluer l'effet de la modification de l'expression de ces ligands, suite à l'action de DCA, sur 

la cytotoxicité des cellules NK face aux cellules tumorales. 

 



 

 

Matériels et Méthodes 
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I) MATERIELS : 

1) Lignées cellulaires : 

Les lignées cellulaires utilisées : 

-  HL-60: fut obtenue à partir de cellules d'un patient atteint d'une leucémie aiguë myéloblastique 

de type 2 selon la classification FAB (French-American-British).  

Les cellules HL-60 ont la caractéristique d'être bi-potentielles, c'est à dire de se différencier soit 

vers la voie granulocytaire, soit vers la voie monocytaire, selon que l'ATRA ou la VD3 sont 

utilisées (Breitman et al., 1980). 

- K562 : fut obtenue à partir de cellules d'un patient atteint d'une leucémie chronique myéloïde.  

- NB4 : sont des cellules obtenue à partir de patient atteint de leucémie promylocytaire aigue . 

- MOLM13: lignée cellulaire leucémique humaine obtenue à partir de sang de patient atteint de 

leucémie monocytaire aigue en phase de rechute. 

-Les cellules Jurkat : une lignée cellulaire immortalisée de lymphocyte T humain, a été établie vers 

la fin des années 1970 à partir du sang d'un garçon de 14 ans atteint d'une leucémie. Ces cellules 

sont beaucoup utilisées en science en raison de leur capacité à produire de l'interleukine 2. 

Toutefois, leur utilisation principale reste dans le domaine de la détermination des mécanismes de 

résistance aux traitements et aux radiations anticancéreux.  

- OCI-AML3: lignées cellulaires leucémiques humaine obtenue à partir de sang de patient atteint 

de leucémie myéloïde aigue. 

- HuH7: lignée de cellules cancéreuses du foie dont le gène p53 est constitutivement inactivé et le 

promoteur du gène p16INK4a est hyperméthylé (aboutissant à une faible expression de la protéine 

correspondante). 

- HepG2: hépatocarcinome humain dérivée du tissu hépatique d'un mâle âgé de 15 ans américain et 

caucasien avec un carcinome hépatocellulaire bien différencié. Les cellules HepG2 sont 

classiquement utilisées comme modèle de cellules hépatiques. Grace à leur capacité de 

différenciation morphologique et fonctionnelle in vitro , elle sont largement utilisées pour étudier le 

trafic intracellulaire et la dynamique des protéines membranaires et lipidiques de la bile dans les 

hépatocytes humains in vitro .  
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2) Oligonucléotides :  

 

Choix des amorces  

Les amorces, résumées dans le tableau 16, ont été choisies à l’aide du site Primer 3 

(http://frodo.wi.mit.edu/primer3) en essayant d’obtenir une taille d’amplicons comprise entre 75 et 

200 paires de base (pb) afin d’obtenir une amplification optimale. Nous avons aussi opté de 

concevoir quand cela était possible une des amorces chevauchant 2 exons consécutifs du gène cible 

pour s’assurer que seul l’ADN complémentaire soit amplifié. Les amorces ont été commandées 

chez Invitrogen (Burlington, ON, Canada). 

 

Tableau 16: Liste des amorces utilisées. 

 

 

 

 

gène Amorces  sens Amorces  anti-sens 

MICA 
 

GAACGGAAAGGACCTCAGGA ATATTCCAGGGATAGAAGCCAGAA 

MICB CTCGTGAGTCCAGGGATCTA GCGTTTCTGCCTGTCATAGC 

ULBP1   

 
 
H 
U 
M 
A 
N 
 
 
 

ABCB1 GGAGGCCAACATACATGCCT AGGCTGTCTAACAAGGGCAC 

ABCC1 CCCGCTCTGGGACTGGAA GTAGAAGGGGAAACAGGCCC 

ABCC5 
CTAGCTGGTCGTTTCACGGT 

 
CCTCCTGCAGCCCACTATAC 
 

ABCG2 
 

AGAGGATCCCACGCTGACT CGAGGAAATGTCCCGAGTGA 

 Actine 
GAGGGAAATCGTGCGTGACA   

AATAGTGATGACCTGGCCGT  
 
 

M 
O 
U 
S 
E 

ABCB1 TTCTCTTTGTCCGCGGAGTC GAATGCTTCCAGGCATAAGCG 

ABCC1 CAAAGCCGGTGGAAAATGGG GTGGGAAGACGAGTTGCTGA 

ABCC5 CTAGCTGGTCGTTTCACGGT CCTCCTGCAGCCCACTATAC 

ABCG2 
 

GTGGGAAGACGAGTTGCTGA CCTCAGTTAATTTCAGGACGACAG 

Actine GAGGGAAATCGTGCGTGACA AATAGTGATGACCTGGCCGT 
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II) METHODES 

 

1- Culture Cellulaire: 

  

Les lignées cellulaires de leucémie myéloïde aigue LMA (MOLM13, NB4 et HL60) ont été 

cultivées en Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI) 1640  contenant 10 % de sérum de 

veau foetal (SVF, décomplémenté par la chaleur (20 min. à 56°C) dans un environnement à 37°C et 

5% CO2.  

Toutes les lignées cellulaires sont ensemencées à la concentration de 3x105 cellules par ml et les 

cellules sont maintenues en phase exponentielle de croissance par une dilution, trois fois par 

semaines. 

Les lignées cellulaires MOLM13 et OCI-AML1  sont des lignées ayant une p53 normal (wtp53), 

alors que la ligné NB4 exprime une protéine p53 mutée (mutp53) (au niveau R248Q) et la lignée 

HL60 ne présente pas de p53 (p53 nulle).  

Pour les échantillons de la moelle osseuse et du sang sont obtenus à partir des patients ayant divers 

maladies hématologiques et des donneurs sains. 

Les cellules sont purifiées après  Ficoll-Histopaque (Sigma).  

Les cellules primaires obtenues sont cultivées dans un milieu RPMI 1640 medium contenant 10% 

SVF,  10ng/ml IL-6 . 

  

2-Préparation des cellules primaires de patients et de donneurs sains, conditions de culture:  

 

Les échantillons de patients atteints des maladies hématologiques ou des donneurs sains, sont 

obtenus aprés diagnostic dans le service d’hématologie du CHU Saint Eloi Montpellier (France)  

après consentement éclairé. Les cellules sont isolées par centrifugation sur un gradient de Ficoll-

Histopaque à partir de la moelle osseuse ou du sang, cryopréservés en azote liquide (-180C°) dans 

de l’IMDM contenant 10% de DMSO et 50% de SVF ou bien directement utilisées pour des 

expériences d'immunologie. Les leucémies sont caractérisées selon des critères morphologiques 

(classification FAB). 

 Les progéniteurs hématopoïétiques normaux de phénotype CD34+CD45+ sont obtenus à partir de 

fragments résiduels d’os spongieux récupérés lors d’interventions chirurgicales dans le service 

d’orthopédie du CHU Saint Eloi Montpellier (France)   après consentement éclairé. Les cellules 

sont ensuite sélectionnées positivement après élution sur une colonne «MACS CD34 Microbeads» 

contenant des billes magnétiques couplées à l’anticorps (Ac) CD34+(Miltenyi Biotec, Bergisch 

Gladbach, Germany). Leur pureté est évaluée par cytométrie en flux grâce à l’utilisation d’anticorps 

monoclonaux CD45-FITC et CD34-PE (Beckman-Coulter, Inc), varie de 85 à 98%. 
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3- Proliferation, viabilité et apoptose: 

 

Le test de la viabilité cellulaire, le comptage du nombre de cellules et le test apoptotique (AnnexinV 

assay)  sont mesurés par l'appareil de Muse® Cell Analyzer (Millipore). 

Dans certaines expériences les cellules sont cultivées dans un milieu  RPMI 1640 sans glucose 

supplémenté de 10 mM de galactose et de 4 mM de glutamine pour forcer les cellules à changer leur 

métabolisme  vers la phosphorylation oxydative (OXPHOS)(Charni et al., 2009;Rathore et al., 

2012). 

L'analyse du cycle cellulaire est determiné par le kit "Click-iT EdU flow cytometry assay " 

(Invitrogen, Molecular Probes).  

La viabilité des cellules primaires est déterminée par le marqueur de fluorescent 7-AAD (7- 

amino-actinomycin D) (Beckman). Pour identifier les cellules tumorales divers anticorps 

spécifiques des marqueurs de surfaces ont été utilisés (Beckmann): 

* Anti-CD5-PB, -CD19-PE et -CD20-AlexaFluor750 pour les cellules des patients B-CLL,  

*anti-CD38-FITC et -CD138-APC pour le marquage des cellules des patients MM ,  

*anti-CD14-FITC, -CD33-APC et -CD34-PE pour le marquage des cellules des patients ayant une 

LMA,  

*anti-CD33-APC et CD34-PE pour les cellules de patient MDS ,  

*anti-CD10-APCAlexaFluor750, -CD19-PE ou -CD19-PE et -CD20-AlexaFluor750 pour le 

marquage des cellules du lymphime (BCL). 

* pour le marquage des lymphocytes T des donneurs sains un marquage avec l'anticorp-anti-CD3-

APC est effectué. 

 Il suffit d'incuber 1x106 de cellules avec les anticorps correspondants  dans le PBS contenant 2,5% 

FBS pendant 20 à 30 minutes à 37°C, les cellules seront par la suite lavées et resuspendues dans un 

volume de 200-250 μl de PBS riche en  2,5%  de SVF .  

L'analyse des cellules est ensuite effectuée en utilisant le  GalliosTM flow cymomètre (Beckmann 

Coulter). Les résultats sont traités par le programme  Kaluza. 

 

4- Isolement des PBMC et purification des cellules NK: 

Après élimination du plasma (centrifugation 1000 rpm pendant 15 minutes), le sang dilué avec au 

moins le même volume de RPMI 1640 seul (Glutamax (Invitrogen)) a été déposé sur du Ficoll-

Paque plus (Amersham Biosciences, Uppsala, Suède) puis centrifugé à température ambiante à 

1700 rpm pendant 30 minutes.  
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L’anneau contenant les cellules mononuclées a été récupéré et lavé (centrifugation 2000 rpm 

pendant 10 minutes) puis les cellules ont été comptées par le MUSE. 

 

Les cellules NK ont alors été purifiées à l’aide du NK cell isolation kit® (Miltenyi Biotec, Bergisch 

Gladbach, Allemagne) suivant les recommandations du fournisseur. La pureté a été évaluée par 

cytométrie en flux (FACScalibur®, BD Biosciences, San Diego, CA, USA) et était supérieure ou 

égale à 95% (absence de contaminations en cellules CD3+, CD19+ et CD14+).  

5- Dosage des protéines: 

a- Principe 

Le dosage des protéines est réalisé selon la technique BCA (Bicinchoninic acid protein assay kit, 

Sigma). La méthode BCA, plus tolérante que celle de Lowry ou de Bradford vis-à- vis de nombreux 

réactifs utilisés pour extraire les protéines, est compatible avec les détergents. Elle combine le 

pouvoir réducteur des protéines en milieu alcalin et la capacité de l'acide bicinchoninique à former 

un complexe coloré avec les ions cuivreux. La structure macromoléculaire de la protéine, le nombre 

de liaisons peptidiques, et la présence de 4 acides aminés (cystéine, cystine, tryptophane et tyrosine) 

sont responsables de la réduction des ions cuivriques Cu2 +. Le produit pourpre de la réaction est 

formé par l'interaction de 2 molécules de BCA avec un ion Cu2 +. Le complexe est hydrosoluble et 

présente une forte absorbance à 560 nm permettant ainsi le dosage colorimétrique des protéines 

(figure 46). 

b- Réalisation: 

Une solution est préparée en mélangeant 50 parts de réactif A (BCA) et 1 part de réactif B (CUS04) 

en raison de 1ml pour chaque échantillon à doser. Ensuite on prepare des tubes eppendofs contenant 

1 ml de la solution (A+B) et on ajoute par la suite 100 ul de la solution proteique à mesurer.Un 

chauffage au bain marie est ensuite effectué pendant 20 minutes à 60°C.Apres incubation, un 

dosage coloromitrique sera effectué à 560 nm. 

6- Technique de Western Blot:  

Des extraits protéiques totaux sont réalisés. Les cellules sont lavées deux fois au PBS 1X froid, le 

culot est repris dans 150ul de tampon Laemmli (SDS, βmercaptoéthanol et bleu de Bromophénol) 

puis chauffé pendent 5 minutes à 95-100ºC. 

Après cette dénaturation, les échantillons de protéines sont déposés sur un gel dénaturant 

d'acrylamide 12 %. La migration se fait  à 80 V pendant 1 heure. 
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 Les protéines sont ensuite transférées sur une membrane de nitrocellulose ou PVDV 

(PolyVinyliDene Fluoride)  par électrotransfert à 100 V pendant 60 min en utilisant l'appareil 

Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (Bio-Rad) au froid. La solution de la saturation des 

membranes se fait selon la nature des anticorps à utiliser. Durant toute la nuit, la membrane est 

incubée à 4oC avec l'anticorps primaire dilué au 1/100è (dilution dependante d'anticoprs utilisés). 

Lavée 3 fois 10 min. avec du PBS 1X, la membrane est incubée avec l'anticorps secondaire (diluée 

au 1/10000è ) pendant 30 min.. Puis, 3 lavages sont effectués au PBS 1X contenant 0,05 % de 

Tween.  

Enfin, la membrane est mise en présence d'une solution de détection (ECL, Amersham, Piscataway, 

NJ, EUA) durant une minute  en utilisant la "chemiluminescence" (Millipore) ou 

" Supersignal West Dura extended duration substrate" (Pierce).  

La détection Chimiluminescence est analysée par l'appareil "Molecular Imager Gel Doc XRS 

system (Bio-Rad)". La quantification des bandes est effectuée par le programme "Image lab" Bio-

Rad).  

 

.: Schéma représentatif des étapes de marquage de wersternBlot64.Fig 
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7- Analyse de l'expression de gènes au niveau transcriptionnel par RT-PCR: 

 

 a- Principe : 

 

L'étude de l'expression de gènes est réalisée par RT-PCR (Reverse Transcription - Polymerase 

Chain Reaction) semi-quantitative afin de détecter l'accumulation des ARNm, molécules issues de 

la transcription des gènes, précurseurs de la biosynthèse des protéines. Le principe de cette 

technique consiste à extraire les ARN totaux des tissus étudiés et de les "copier" in vitro en ADNc 

simple brin par l'action de la transcriptase inverse. Cette étape est fondamentale avant la réaction de 

polymérisation en chaîne qui fait intervenir une ADN polymérase. Les molécules d'ADNc obtenues 

servent alors de matrice pour cette réaction et un fragment de l'ADNc cible est multiplié en utilisant 

un couple d'amorces spécifiques correspondant à la séquence de l'ARN d'intérêt. Le principe de 

l'amplification in vitro repose sur la répétition de trois processus: (i) la dénaturation des deux brins 

d'ADN à 94°C pendant 45 sec, (ii) l'hybridation d' oligonucléotides (amorces) complémentaires 

d'une séquence cible d'ADN monocaténaire à une température d'hybridation spécifique (Tm) 

pendant 45 sec, et (iii) la réaction d'élongation par une ADN polymérase thermostable (la Taq 

polyrnérase), à partir des oligonucléotides, réalisée à la température optimale pendant 45 sec. Les 

fragments obtenus, après les cycles de PCR, sont alors suffisamment nombreux pour être visualisés 

sur gel d'agarose après électrophorèse. 

 

 b- Réalisation : 

 

Extraction de l’ARN  

 

L’extraction a été faite à l’aide du kit  NucleoSpin RNA isolation columns (Macherey-Nagel)  

en suivant les instructions du fabricant. En résumé, les étapes suivies sont les suivantes: 

· Lyse des cellules par ajout d’une solution de guanidine thiocyanate et 2-mercaptoéthanol afin de 

libérer l’ARN et d’inactiver les RNAses. 

· Filtration du lysat sur colonne pour enlever les débris cellulaires et fragmenter l’ADN. 

· Ajout d’éthanol 70% au lysat contenant l’ARN et transfert du mix lysat/éthanol dans une colonne 

de fixation ayant une grande affinité pour l’ARN total. 

· Lavage par 3 ajouts de différentes solutions de lavage séparées par une étape de centrifugation. 

· Élution de l’ARN par ajout d’une solution d’élution fournie. 
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La mesure de la concentration de l’ARN a été faite à l’aide d’un nanodrop spectrophotomètre 

(Thermo Fisher Scientific, Ottawa, ON, Canada). La qualité de l’ARN a  été vérifiée sur Agilent 

2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies Canada Inc.Mississauga, ON, Canada). 

 

Transcription inverse ou « RT » 

 

 La synthèse d'ADN complémentaire (ADNe) est réalisée à partir de 1 µg d'ARN totaux dénaturés à 

70°C pendant 10 min, en utilisant des amorces poly-dT (0,5 µM, Life Technologies, Cergy-

Pontoise, France) et 200 unités de MMLV Reverse Transcriptase (Eurobio, Les Ulis, France) dans 

un volume final de 20 µl de solution tamponnée fournie avec l'enzyme et complétée avec des dNTP 

(0,5 mM, Eurobio). Le mélange réactionnel est incubé 1h à 37°C, puis la réaction est stoppée en 

chauffant le mélange à 70°C pendant 15 min. Les solutions d'ADNc obtenues sont diluées (180µL 

volume finale) avant d'être stockées à -20°c. 

 

8- La PCR quantitative : 

a-Principe : 

Une amplification PCR est composée principalement d’une phase exponentielle, d’une phase 

linéaire puis d’un plateau (figure 47).  

La phase d’amplification exponentielle est celle pendant laquelle les réactifs ne sont pas limitant. 

Théoriquement, l’augmentation de la quantité de matrices à chaque cycle conduit à la formule 

mathématique suivante:  

Qn = Qi (1 + ρ)n 

où Qi est la quantité initiale de matrice, Qn est la quantité de matrice obtenue au cycle n et ρ le 

rendement de la réaction PCR (ou efficacité). Si le rendement est de 100%,  

ρ = 1 alors Qn = Qi(2)n 

Il y a doublement de la quantité de l’ADN cible à chaque cycle. Théoriquement, il existe donc une 

relation quantitative, à un instant donné, entre la quantité de la séquence cible de départ et la 

quantité de produit amplifié.  

Pour détecter les amplicons générés lors de la PCR quantitative, on utilise une «sonde» fluorescente 

dont l’émission est directement proportionnelle à la quantité d’amplicons générés pendant la 

réaction de PCR appelé le SYBR Green.  
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L’émission fluorescente du SYBR Green augmente lorsqu’il est intercalé à l’ADN double brin. 

Lorsque la PCR est suivie en temps réel, l’augmentation du signal de fluorescence est observée en 

fin de chaque étape de polymérisation (figure 47) 

Le SYBR Green I est un agent intercalant fluorescent qui ne se lie qu'à l'ADN double brin présent 

dans l’échantillon et qui n’inhibe pas la réaction d’amplification. Ainsi, durant l’amplification de 

l’ADNc par la polymérase, ce fluorochrome se lie aux amplicons à chaque cycle. Il en résulte une 

augmentation de la fluorescence proportionnelle à la quantité d’ADN produite. En effet, la réaction 

de PCR en temps réel est caractérisée par un point dans le temps où l’amplification de la cible est 

détectée pour la première fois. Cette valeur est appelée Ct, ou “cycle threshold”. Le Ct représente 

donc le nombre de cycles n nécessaires pour atteindre une quantité de matrice (Qt) définie 

arbitrairement par le logiciel. Moins il y a de matrices au départ, plus le Ct sera élevé. Pour le calcul 

de la quantité initiale de matrice (Qi), il est essentiel de connaître le rendement (ou efficacité) de la 

PCR. L’efficacité de la PCR dépend des amorces et de la qualité des matrices.  

Pour estimer l’efficacité de l’amplification, les échantillons sont dilués systématiquement (au 5ème, 

au 25ème, au 125 ème et au 625 ème dans notre cas). Et on détermine les Ct correspondant à 

chacune de ces dilutions. On reporte alors les mesures sur un graphique sur lequel les dilutions sont 

représentées selon une échelle logarithmique en base 10 (figure 47). On trace alors la droite de 

régression et on obtient l’efficacité par la formule suivante : ρ = 10-1/pente - 1. Si l’efficacité est 

parfaite (ρ=1), la pente vaut -3,32 ce qui signifie que chaque fois que le cycle seuil Ct baisse de 

3,32, l’échantillon analysé contenait 10 fois plus de matrice. 

Dans notre cas la PCR quantitative était utilisé pour  déterminer les niveaux d’expression de nos 

gènes candidats. Donc il s’agit bien d’une RT-PCR (signifie Reverse Transcriptase PCR) soit une 

PCR après transcription inverse d'un acide ribonucléique (ARN) en ADN complémentaire (ADNc).  

En réalité, il s'agit d'une PCR en temps réel réalisée sur un ADN complémentaire (ou ADNc), qui 

est une copie d'un ARN obtenue par une transcription inverse. 
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Fig 47. Les différentes étapes aboutissant à l’analyse des données de la PCR en temps réel: Les 

courbes représentent des échantillons avec 3 dilutions différentes (au 5ème, au 25ème et au 125ème 

par exemple). A: graphique de sortie de la PCR en temps réel on reconnait les trois phases 

classiques de la PCR (phase exponentielle, phase linéaire, plateau). La limite de détection et valeur 

seuil sont matérialisées. B: le graphique de sortie est présenté avec les valeurs logarithmiques C: 

obtention de la droite d’étalonnage grâce aux valeurs de Ct obtenues pour différentes dilutions, ce 

qui permet de calculer le rendement de la PCR. 
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b- Protocole:  

Le mix LightCycler® 480 SYBR Green (Roche Diagnostics, USA) contient les dNTPs, la Taq 

polymérase et le SYBR Green. Le mélange réactionnel se fait dans un volume final de 10 μl. Il est 

composé de 4μl de mix,3 μl de H2O, 1μl du couple d’amorces à 10 μM, 2 μl d’ADNc. 

Les mélanges préparés  sont placés sur des plaques PCR à 96 puits (Roche). L’appareil utilisé est 

le LightCycler 480 (Roche) (figure 48) et le logiciel utilisé est le LightCycler® 480 Software 

release 1.5.0 (Roche). Les etapes de PCR se déroulent  comme suit : 

* Une première phase de dénaturation: 5min à 95°C pour dénaturer l’ADN et activer l’enzyme. 

* L’amplification se découpe en 45 cycles de trois phases chacun.  

- Une phase de dénaturation à 95 °C qui dure10s  

- Une phase d’hybridation des amorces réalisée à 60 °C et qui dure10s  

-Une phase d’élongation à 72 °C pendant 10s  

* Mesure de la spécificité de l’amplification « melting curve » montée progressive de la 

température de 65 à 97 °C à raison de 0,11°C par seconde. 

 

Fig 48: appareil LightCycler 480. 
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c- Dessin des amorces: 

 La réaction de PCR est réalisée en présence d’amorces spécifiques des séquences à amplifier. Ces 

amorces spécifiques ont été choisies à l’aide du logiciel Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/). La 

contamination des échantillons par de l'ADN génomique étant l’une des principales difficultés de 

cette technique, les amorces doivent donc être choisies en tenant compte de la position des introns. 

Chaque couple d’amorce a été dessiné sur deux exons différents.  

d- Spécificité des amorces: 

L’étude de l’expression d’une famille de gènes par PCR quantitative pose le problème de 

discrimination des différents membres de la famille, dont les séquences sont parfois proches, par 

des couples d’amorces spécifiques de chaque gène. Certains membres de la famille des ABC 

Transporteurs peuvent avoir de fortes homologies de séquences nucléotidiques. La spécificité des 

amorces a donc été vérifiée sur le site BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Ce site 

permet d’effectuer des alignements de séquences entre nos amorces et l’ensemble des séquences 

humaines ou murines répertoriées. Chaque ADNc double-brin amplifié par PCR possède une 

température de fusion (Tm) spécifique, définie comme étant la température pour laquelle 50 % de 

cet ADN double brin contenu dans l’échantillon en fin de réaction de polymérisation est sous forme 

double brin et 50 % est sous forme simple brin. Le Tm est déterminé par une étape dite de « fusion 

» réalisée après le dernier cycle de PCR : la température est élevée jusqu’à 95°C, à la vitesse de 20 

°C/sec., afin de dénaturer l’ADNc double brin, puis elle est abaissée à la même vitesse jusqu’à une 

température supérieure de 10 °C à la température d’hybridation, et enfin augmentée très lentement 

(0,1 °C/sec.) jusqu’à 95°C. La fluorescence est lue en continu durant l’étape de fusion. Le Tm 

correspond au maxima de la dérivée première de la fluorescence en fonction de la température. 

Cette étape permet de s’assurer qu’un seul pic est présent et donc qu’à priori la réaction 

d’amplification a été spécifique d’un seul ADNc. Une étape supplémentaire de refroidissement des 

produits d’amplification permet la réhybridation des ADNc simple brin et permet la vérification de 

l’identité du produit formé après amplification, à la suite de la migration des échantillons sur un gel 

d’agarose à 1,5 %. Une fois synthétisés, la spécificité de chaque couple d’amorces est vérifiée 

expérimentalement par l’observation d’une seule bande sur gel d’agarose, et l’obtention d’un pic 

unique après réalisation de la courbe de fusion des produits PCR. Pour certains gènes, nous avons 

du tester plusieurs sondes avant de trouver un couple d’amorces qui correspondait à ces critères. 

Lorsque l’on souhaite analyser l’expression de plusieurs gènes en même temps, il faut que les 

températures de fusion et que les temps d’élongation des couples d’amorces utilisées soient 

équivalents. Dans la mesure du possible, nous avons essayé de garder ces deux paramètres 

constants. Cependant, la spécificité de nos sondes étant le paramètre le plus important, nous avons 
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dessiné parfois des amplicons de plus grande taille et ayant de ce fait un temps d’élongation plus 

élevé.  

9- Transport de Daunorubicine: 

L'accumulation intracellulaire de daunorubicine dans les cellules est mesurée à l’aide d’un 

cytomètre de flux Gallios (Bekman Clouter), équipé de 3 lasers et 10 photomultiplicateurs. 

Le daunorubicine, un anticancéreux de la famille des anthracyclines issue de la fermentation de 

souches de Streptomyces utilisée en chimiothérapie le traitement des leucémies aiguës 

myéloblastiques et des leucémies aiguës lymphoblastiques, a la capacité d'étre fluorescent facilitant 

alors son trafic à travers la membrane des cellules.  

On a incubé 500.000 cellules en phase exponentielle  avec 5uM de daunorubicine dans une plaque 

de 48 puits, pendant 10, 30, 60, 120 minutes  et 1uM pendent 24H. 

Apres incubation, on centrifuge les cellules 5 minutes à 1500 rpm suivie d'un lavage au PBS.Les 

cellules sont suspendues dans 3 ml de milieu RPMI 10% FBS pendant 30 minutes. 

Les cellules sont par la suite analyseés par le cytométre de flux (Beckmann-Coulter, Elite), avec une 

excitation à 488 nm (argon laser).10.000 cellules au minimum sont analysés pour chaque 

histogramme. 

 

10- Evaluation de la toxicité des traitements: 

 

La toxicité des traitements est évaluée par le test au MTT qui repose sur une différence d'activité 

cellulaire entre des cellules saines et des cellules traitées. En effet, les cellules saines présentent une 

activité optimale des déshydrogénases mitochondriales, au contraire à des cellules ayant subit divers 

traitements toxiques. La réduction de sels de tétrazolium en cristaux de formazan représente un 

indicateur de la viabilité cellulaire. En ajoutant sur les cellules le substrat soluble jaune pâle MTT 

(bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5- diphényltétrazolium, Sigma), celui-ci pénètre à 

l'intérieur des cellules avant d'être converti, par les déshydrogénases présentes, en produit insoluble 

pourpre (cristaux de formazan), absorbant à 540 nm. Cette coloration pourpre est proportionnelle à 

l'activité des déshydrogénases mitochondriales et en conséquence à la viabilité cellulaire. 

11- Les études in vivo: 

 L'étude est réalisée chez des rats mâles NSG agées de 6 à 8 semaines. Les animaux sont stabulés 

dans une salle thermorégulée (22 ± 2°C) selon les normes de strélité (Institut européenne de 

l'oncologie, la fondation italienne de la recherche de cancer (FIRC)(Milan,Italie) .Toutes les 

expériences et les soins sont conformes à la réglementation et aux normes éthiques en vigueur. 

Cette étude a été approuvée par le Comité Local d'Ethique de l'Expérimentation Animale.  
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a- Traitement : 

Le traitement consiste à administrer 1 million de cellules AML par voie intraveineuse. Aprés 80 

jours d'injection les souris NSG leucémiques sont traitées par DCA (50 mg/kg, 1 dose/jours par 

gavage, debuté de jour 1 au jour 16). Dans certaines études on a utilisé les souris B6 qui ont recu 

une dose journalière de DCA (50 mg/kg/jour) par voie peritoniale. Les témoins négatifs de 

l'expérience n'ont reçu aucun traitement. 

b- Prélèvements: 

Aprés traitement, on péléve la moelle osseuse et la rate des souris NSG et pour les souris B6 une 

extration de foie et de rate a été effectué afin d'extraire l'ARNm. 

12- Statistiques: 

Toutes les expériences ont été réalisées au minimum en triplicata et  les résultats sont exprimés en 

moyenne ± écart-type. Les comparaisons des moyennes entre les groupes non appariés ont été 

réalisées  par le test t de Student après analyse de la variance. Le niveau de significativité a été 

choisi pour p < 0,05. 

Le test-t de Student, publiée pour la première fois en 1908 par William Sealy Gosset qui travaillait 

chez Guinness (la brasserie de Dublin). Pour des raisons commerciales, il a du utiliser le 

pseudonyme de Student, qui restera attaché à cette loi.  

Il s'agit d'un test statistique permettant de comparer les moyennes de deux groupes d’échantillons. Il 

s’agit donc de savoir si les moyennes des deux groupes sont significativement différentes au point 

de vue statistique. 
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Partie 1 

Article1: Cell Metabolism Controls transcription of ABC Transporters Through 

ERK5 and Depending on p53 status 

 

Résumé 

La chimiothérapie représente une voie standard des traitements antitumoraux. Les anthracyclines 

font parties des procédures de chimiothérapie le plus souvent indiquées. 

Cependant, les cellules tumorales ont pu développer divers stratégies pour échapper non seulement 

au système immunitaire mais aussi aux agents anticancéreux d'où l'apparition de la multidrug 

resistance (MDR). Le phénotype MDR est "classiquement" lié aux protéines de transport 

membranaire de la famille des ABC qui présentent une affinité pour les anthracyclines. 

Le changement métabolique quand à lui est une stratégie d'échappement des cellules tumorales qui 

favorise la fermentation lactique au lieu de la phosphorylation oxydatif. Parmi les molécules 

utilisées en essais clinique qui cible le métabolisme tumoral, le DCA qui a prouvé son efficacité 

dans l'induction de l'apoptose des cellules tumorales.  

Le dichloroacetate est une molécule, utilisée habituellement en clinique pour traiter des troubles 

mitochondriaux. Elle agit par inhibition du pyruvate déshydrogénase kinase, ce qui favorise l'entrée 

de pyruvate dans le cycle de Krebs et donc l'arrivé de substrat au niveau de la mitochondrie. 

Récemment Michelakis a mis en évidence que le DCA était capable de réduire la croissance 

tumorale in vitro et in vivo, notamment dans le gliome par l'activation des voies  de l'apoptose d'ou 

la surexpression des protéines Bad, Puma, p53.... 

Un des mécanismes d'action possible du DCA pour la potentialisation de la mort cellulaire dans les 

cellules cancéreuses serait donc via l'augmentation de l'expression de protéine pro-apoptotiques, qui 

permettrait d'activer p53 et de ce fait d'initier l'apoptose. 

Comprendre le mode d'action de DCA peut être une cible thérapeutique pour combattre le cancer. 

Cependant jusqu'au ce jour il reste encore mal connu. 

Notre travail de recherche sera présenté en deux parties. La première partie comprend l'étude de 

l'effet de DCA sur l'expression et la traduction des transporteurs ABC (ABCB1, ABCC1, ABCC5, 

ABCG2). 
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La deuxième partie, l'étude de la distribution de la daunorubicine, une anthracycline de référence 

utilisée en cas de traitement de leucémie. 

Ce travail a porté principalement sur la caractérisation in vitro  de l'effet  de DCA sur l'efflux de la 

daunorubicine et sa modulation dans le phénotype MDR. 
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Abstract 

Changes in metabolism require the efflux and influx of a diverse variety of metabolites. The ABC 

superfamily of transporters regulates the exchange of hundreds of substrates through the 

impermeable cell membrane. We show here that a metabolic switch to oxidative phosphorylation 

(OXPHOS), either by treating cells with dichloroacetate (DCA) or by changing the available 

substrates, reduced expression of ABCB1, ABCC1, ABCC5 and ABCG2 in wild-type p53-

expressing cells. In contrast, OXPHOS increased the expression of the same transporters in mutated 

(mut) or null p53-expressing cells. This metabolic change induced histone changes associated to 

active promoters. Notably, DCA also inhibited expression of these genes in two animal models in 

vivo. ABC transporters control the export of drugs from cancer cells and render tumors resistant to 

chemotherapy, playing an important role in multiple drug resistance (MDR). Wtp53 cells forced to 

perform OXPHOS showed impaired drug clearance. In contrast mutp53 cells increased drug 

clearance when performing OXPHOS. Furthermore, OXPHOS induced expression of the MAPK 

ERK5. ABC transporter promoters contain binding sites for the transcription factors MEF2, NRF1 

and NRF2 that are targets of ERK5. Decreasing ERK5 levels in wtp53 cells increased ABC 

expression whereas it inhibited expression in mutp53 cells. Our results showed that the 

ERK5/MEF2 pathway controlled ABC expression depending on p53 status. 
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Introduction 

 

The main purpose of cell metabolism is the conversion of metabolic substrates to energy 

(catabolism) or to build blocks for generating new molecules (anabolism). Metabolism requires the 

intake of substrates and the outtake of metabolites through the highly impermeable cell plasma 

membrane and multiple transporters with differences in specificity have been described. One of the 

biggest and better-conserved families of transporters is the ATP-binding cassette (ABC 

transporters; [1, 2]). The ABC superfamily has 48 members that have been classified into 7 groups 

(subfamilies A to G). One of their main biological functions is the transport of lipids [3], essential 

molecules for cell metabolism. Although it is conceivable that changes in metabolism regulate ABC 

expression, this remains uninvestigated. 

ABC transporters are well known for their role in multiple drug resistance (MDR) because many of 

them export anticancer drugs and render tumors resistant to chemotherapy [4]. The tumor 

suppressor gene p53 is an important regulator of metabolic homeostasis by promoting OXPHOS 

and inhibiting glycolysis [5]. It induces the expression of different metabolic genes, such as 

cytochrome c oxidase 2 (SCO2), glutaminase 2 (GLS2), p53 up-regulated modulator of apoptosis 

(PUMA), glucose transporter 1 and 4 (GLUT1 and GLUT4) and TP53-induced glycolysis and 

apoptosis regulator (TIGAR) [6, 7]. More than half of all human tumors harbor mutations in the p53 

gene. Most of these mutations abrogate its DNA binding and transactivation activity [8], but others 

can provide mutant p53 (mutp53) with gain-of-function (GOF) activity that is dependent on its de 

novo ability to regulate directly or indirectly gene expression [9, 10]. Furthermore, certain p53 

mutants enhance drug resistance in liver cancer cells and B-CLL cells [11, 12]. 

Several ABC promoters contain consensus p53 binding sequences [4]. The direct regulation of ABC 

promoters by p53 is controversial and depends on the architecture of the promoter, the nature of p53 

(mutant or wild type), the presence of other p53 family members and variations cell- and tissue-

specific [4, 13]. We have observed that inducing OXPHOS in leukemic cells sensitizes wtp53-

expressing cells to genotoxic drugs such as doxorubicin and vincristine [7]. In contrast, cells 

carrying mutp53 were more resistant to these anticancer drugs.  

OXPHOS promotes the expression of the MAPK extracellular signal-regulated kinase-5 (ERK5), 

which regulates the choice of metabolic substrates in hematopoietic cells [14-19]. ERK5 induces 

activation of several members of the MEF2 family of transcription factors by different mechanisms. 

It mediates direct serine and threonine phosphorylation of MEF2A, C and D [20, 21]. It activates 
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MEF2A and D by direct interaction because ERK5 serves as a MEF2 coactivator through its signal-

dependent direct association with the MEF2 MADS domain . The effect of activated ERK5 on 

MEF2A-dependent transcription requires ERK5 kinase activity. MEF2 mediates several ERK5 

effects on metabolism, including NRF2 activation [15, 16]. This transcription factor and the related 

NRF1 are master regulators of metabolism that are coordinated with MEF2 family to induce 

expression of metabolic genes [24]. .The promoters, or very proximal regions, of several ABC 

genes, i.e. ABCB1, ABCB4, ABCB8, ABCB9, ABCB10, ABCB11, ABCC1, ABCC4, ABCC12 

and ABCG1, have MEF2A binding sites that have been validated by ChIP 

(http://genome.ucsc.edu/). Most of these transporters also have NRF1 or NRF2 binding sites, i.e. 

ABCB8, ABCB9, ABCB10, ABCB11, ABCC1, ABCC3, ABCC5, ABCC4, ABCC10, ABCC12, 

ABCC13, ABCG1, which have also been validated by ChIP (http://genome.ucsc.edu/). Hence, we 

investigated here if metabolism, through ERK5, controls ABC expression and the role of p53 status.
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Results 

OXPHOS induced ABC transporters in AML cell lines 

We induced OXPHOS either by inhibiting pyruvate dehydrogenase kinase (PDK) with 

dichloroacetate (DCA; [7, 14, 16, 25-27]) or by incubating cells in the absence of glucose. When 

glucose is no longer available, cells use alternative energy substrates, such as glutamine (Gln). Gln 

oxidation, or glutaminolysis, generates ATP through OXPHOS [28, 29] and this pathway is 

functional in leukemic cells [15, 30]. We called OXPHOS medium a glucose-free medium 

supplemented with 10 mM galactose and 4 mM Gln [14, 15, 30]). OXPHOS induces expression of 

both wt and mutp53 depending on the cellular context [7]. We used DCA concentrations on the 

range of that found in plasma of DCA-treated patients [31, 32] and tested the effect on the 

expression of 4 ABC transporters, ABCB1, ABCC1, ABCC5 and ABCG2, involved in MDR, in 3 

AML cell lines with different p53 status: OCI-AML3 cells express wt p53, HL60 are p53 null and 

NB4 are mutp53 [7]. DCA decreased by half the mRNA of the different ABC transporters on OCI-

AML3 cells and this correlated with protein reduction in the 2 examined transporters (Fig. 1A). In 

contrast, in HL-60 and NB4 cells, DCA increased mRNA and protein expression (Fig. 1B and C). 

Additionally, we studied primary cells derived from a B-cell lymphoma (BCL) patient with wtp53 

(Fig. 1D) and observed that DCA decreased ABC mRNA and protein expression. Moreover, OCI-

AML3 cells growing in OXPHOS medium displayed reduced mRNA expression of the above-

mentioned ABC transporters (Fig. 2A). To verify that OXPHOS was affecting transcription of these 

genes, we assessed histone modifications that have been linked to ABCC1 promoter activation [11, 

12] in OCI-AML3 cells.  We found that DCA inhibited acetylation on H3 K27 on the ABCC1 

promoter (Fig. 2B). We conclude that DCA inhibited transcription of ABC transporters on wtp53 

cells. 

 

OXPHOS induced ABC transporters in hepatic cells 

The main detoxifying organ is liver. We tested DCA effect in 2 hepatic cell lines expressing wtp53 

(HepG2-C3A) or mutp53 (HuH7). When wtp53 was present, DCA decreased ABC transporters 

mRNA and protein (Fig. 3A and C). In contrary, and similar to mutp53 leukemia cells, DCA 

increased ABC mRNA expression in HuH7 cells and also ABCC1 protein (Fig. 3B-C). Surprisingly, 

ABCB1 protein decreased after treatment suggesting alternative posttranscriptional regulation. 

Finally, we examined the effect of OXPHOS on ABC transporters expression in non-transformed 
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cells. Primary hepatocytes from non-cancer patients, which were obviously wtp53, showed the 

same pattern than cell lines expressing wtp53 (Fig. 3D). 

 

DCA decreased mRNA of ABC transporters in vivo 

We had observed that DCA increased doxorubicine efficacy in vivo on tumor cells expressing 

wtp53 [7]. We engrafted human wtp53 AML primary cells in non-obese diabetic/severe combined 

immunodeficient (NOD/SCID)-interleukin-2 receptor γ chain null (NSG) mice, as previously 

described [7, 16]. Mice with established tumors (day 80 post-graft) were treated daily with DCA. 

The treatment was not toxic and did not show any notable effect on mice survival [7]. Human tumor 

AML cells gather in mouse spleen and bone marrow, hence we isolated mRNA from these organs 

and used human-specific primers. We observed that DCA significantly reduced expression of ABC 

transporters mRNA (Fig. 4A). 

Additionally, we assessed the effect of DCA in normal tissues of non-tumor bearing wt mice.  A 

daily injection of DCA, for 1 and up to 3 days, also reduced mouse ABC transporters mRNA in 

liver and spleen (Fig. 4B). The effect largely increased with the number of doses received. Hence, 

DCA reduced ABC expression in multiple wtp53 cell populations in vivo. This could, at least 

partially, explain its effect on genotoxic drug treatment in wtp53 tumor cells in vivo [7]. 

 

OXPHOS modulated drug clearance from tumor cells depending on its p53 status 

A direct functional consequence of modulating ABC transporters expression in tumor cells could be 

changes in their responsiveness to chemotherapeutic drugs. To investigate if the changes in the 

expression of ABC transporters affect drug clearance, we incubated tumor cells with the genotoxic 

drug daunorubicin. Since it is a fluorescent compound, its intracellular accumulation can be easily 

monitored by FACs. In addition, it is used in the clinic to treat leukemia and lymphoma, which are 

at the origin of some cell lines that we have used in our study. Finally, like other anthracyclines, it is 

exported from cells by a broad range of transporters [33]. We used OCI-AML3 cells treated for one 

week with 1 mM and 5mM DCA or growing in OXPHOS medium. Then, cells were further 

incubated with daunorubicin and drug clearance was followed by FACs. We found that OXPHOS 

OCI-AML3 cells were impaired on decreasing drug levels (Fig. 5A and 5C). The effect was mainly 

observed at short time points, but it was still noticeable as much as 24 h after (Fig. 5A). Primary 

wtp53 tumor cells from a BCL patient also showed decreased daunorubicin export (BCL-P2; Fig. 

5D).  As expected, the outcome was opposite in cells with alterations in p53. In tumor cells not 
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expressing p53 (HL-60) or expressing mutp53 (NB4) DCA induced a faster drug clearance in 

agreement with an increase on ABC transporters (Fig. 5E). Furthermore, blocking expression of 

wtp53 in OCI-AML3 cells by treating them with a small interference RNA against p53 (sip53) 

prevented DCA-induced decreased daunorubicin clearing (Fig. 5B), whereas a control siRNA did 

not show any effect (data not shown). Therefore, changes in mRNA and/or protein expression of 

ABC transporters due to metabolic changes lead to alterations in drug clearance, which depended in 

p53 status. 

 

ERK5 was essential for DCA-induced effects 

We further investigated the underlying mechanism of OXPHOS-induced ABC transporters 

expression. We focused on the role of the ERK5/MEF2 pathway, which is activated in cells 

performing OXPHOS and is essential for cells performing OXPHOS [14-16, 30]. Therefore, we 

could not reduced ERK5 levels in this condition. We speculated that decreasing ERK5 levels in 

non-treated cells would have the opposite effect than DCA treatment. Reducing expression of 

ERK5 with a small interference RNA for ERK5 (siERK5) decreased and increased ABC 

transporters mRNA in HuH7 and primary hepatocytes, respectively (Fig. 6A and B). This suggested 

that ERK5 effects, like those of DCA, depended on p53 status. To test this hypothesis, we used 

Jurkat cells that express very low levels of mutp53 [34]. DCA or OXPHOS medium induced a 

small increase in ABCB1 protein (supplemental Fig. 1) and consequently shERK5 decreased 

mRNA of multiple ABC transporters (Fig. 6C)., In agreement, the ERK5 inhibitor XMD8-92 also 

decreased basal ABCB1 protein expression (Fig. 6D). Finally, overexpression of ERK5 increased 

ABC mRNA expression (Fig. 6C).  
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Discussion 

 

ABC transporters have attracted great attention in recent years due to their role in MDR [4]. But, it 

should be kept in mind that their main physiological role in eukaryotes is possibly the transport of 

other substances out of the cell, e.g. lipid transport [3]. It is somehow intuitive that changes in 

metabolism regulate the transport of a variety of molecules. We show here that wtp53 cells, which 

comprise the vast majority of non-transformed cells, performing OXPHOS decrease expression of 

ABC transporters. During OXPHOS, cells use most of the carbon of metabolic substrates to 

produce energy and CO2. Then, they should avoid releasing metabolites to external media. In 

contrast, during glycolysis, cells generate a number of intermediate metabolites that can not 

accumulate and would need to be exported. We hypothesize that this is the physiological interest to 

increase expression of the exporter ABC transporters during high glycolysis. However, tumor cells 

take advantage of this fact to acquire MDR. Transformed cells present a metabolism more 

orientated to anaerobic glycolysis than their non-transformed counterparts, which mainly use 

respiration/OXPHOS. This should favor tumor MDR by increasing ABC transporters activity in 

wtp53 expressing cells. In fact, MDR1-dependent chemoresistant cells show an even more 

glycolytic metabolism that the sensitive counterparts [35, 36]. Interestingly, hypoxia or changes in 

glucose levels increase MDR1 expression by hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1; [37, 38]). This 

could partly explain the observation that hypoxic tumor cells are more chemoresistant [13]. These 

observations could be exploited in the clinic to prevent MDR.  Since more glycolytic tumors show 

higher MDR, inducing a metabolic switch should decrease MDR, although as we prove here the 

p53 status should be taken into account. 

High expression of ABC transporters is often observed in drug-naive tumors compared with the 

tissue of origin and, as previously described, this correlates with a more glycolytic metabolism. 

Hence, constitutive MDR1 or MRP over expression is likely regulated in some cells by pathways 

involved in malignant transformation, e.g. metabolic changes [13]. Metabolic drugs such as DCA 

could revert tumor metabolism and decrease ABC transporters expression. However, DCA 

accumulates both wt and mutp53 protein [7]. If the last induces ABC expression as suggested in 

several cell lines by our results and in previous works [4, 13], DCA would finally increase MDR. 

HSP90 inhibitors, e.g. 17-AAG, degrade mutp53 by favoring its MDM2-mediated ubiquitination 

[39], and we have shown that DCA cooperates with 17-AAG to kill mutp53 tumor cells [7]. This 

could be a possibility to treat mutp53 tumors. In summary, it is very essential to know p53 status 

before treatment with metabolic drugs as we have previously shown [7]. 
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ERK5 could use different ways to transcriptionally activate ABC promoters, e.g. p53, NF- B, 

NRF2, HIF1 and MEF2 [13]. ERK5 inhibition induces p53 activation and increases sensitivity to 5-

fluorouracil in colon cancer cells but the role of ABC was not investigated [40]. We propose that 

ERK5 activity by regulating metabolism affects p53 effect in ABC promoters. 

Oxidative stress induces expression of ABC transporters, which is likely mediated by NRF2 [41, 

42]. ERK5, through MEF2, generates an antioxidant response independently of de novo ROS 

generation through NRF2 activation [16]. Hence, by activating NRF2, ERK5 could modulate ABC 

expression. 

HIF regulates ABC expression [37, 38] and ERK5 regulates in normoxia an array of genes 

regulated by HIF1 in hypoxia [43]. In fact, ERK5 by modulating metabolism regulates genes that 

are regulated by HIF. This could be the case of ABC genes. Indeed, NF- B mediates ABC 

expression by direct binding to ABC promoters [13, 44] or by regulating intermediate mediators. In 

particular during changes in glucose levels, NF- B activates HIF1 that targets ABC promoters 

[38]. Given the fact that ERK5 activates NF- B [45], this could mediate the effect of metabolism 

on ABC expression. 

As previously described, the promoters of several ABC genes studied here, i.e. ABCB1 and 

ABCC1, have MEF2A binding sites. MEF2 mediates a large part of the observed ERK5 effects on 

metabolism [15, 16]. Hence, this could also be the case of ABC transporters. The existence of 

multiple ERK5 targets mediating ABC expression makes it difficult to elucidate their individual 

relevance. The contribution of each factor could depend, as discussed for p53 [4, 13], on the 

architecture of the promoter, the level of expression of each target, the presence of other targets and 

variations cell- and tissue-specific. 

ERK5 inhibition in mutp53 cells decreased ABC expression (our results) and should decrease MDR 

and favors chemotherapy as it has been shown [40], although the mechanism was not described. 

Our results show that metabolism targets multiple ABC promoters, depending on p53 status, which 

will have a clear effect on drug export. In this context, DCA overcomes resistance to paclitaxel in 

A549/taxol cells [46]; however, p53 status is unknown in this subline although the parental cell line, 

i.e. A549, is wtp53. Then DCA could decrease expression of ABC transporters in this study as we 

have observed here. However, Zhou et al proposed that ABCB1 expression did not change and 

expression of other ABC members was not analyzed [46].  Authors propose that citric acid 

accumulation induces apoptosis, but DCA and paclitaxel can also activate alternative pathways 

leading to cell death. In our case, we have shown that inducing OXPHOS in wtp53 cells cooperates 

with genotoxic drugs to eliminate tumor cells in vitro and in vivo [7]. 
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An interesting clinical approach would be to treat patients whose tumors express wtp53 with DCA 

before standard chemotherapy. We have used here DCA concentrations similar to that used in 

patients [7, 31, 32]. These concentrations were effective to change ABC expression and then should 

sensitize tumor cells to chemotherapy as we have observed in mice [7]. 

In summary, the effects of metabolism on the transcription of ABC transporters clearly depend on 

p53 status. However, sensitization to chemotherapy by metabolic drugs does not depend only on 

ABC transcription because pro-apoptotic pathways are also activated that could lead to synergism 

between metabolic drugs and standard chemotherapy. 
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Materials and Methods 

 

Ethical statement 

Experimental procedures were conducted according to the European guidelines for animal welfare 

(2010/63/EU). Protocols were approved by the Animal Care and Use Committee “Languedoc-

Roussillon” (approval number: CEEA-LR-12163). 

 

Reagents and antibodies 

DCA was from Santa Cruz Technologies. Galactose and glutamine were from GIBCO. Human anti-

ABCB1, ABCC1 and IgG were from Miltenyi Biotec and 7AAD from Beckman. The ERK5 

inhibitor XMD8-92 was from Selleck. 

 

Plasmids 

The expression vectors for ERK5, the pSUPER expression vector for GFP alone or GFP plus 

shERK5 and the pSiren-retroQ-puro (BD Biosciences) retroviral vectors for shERK5 and control 

have been previously described [45]. p53 siRNA was ON-TARGETplus SMARTpools (mixture of 

4 siRNA) from Dharmacon and has been previously used [7]. 

 

In vivo mouse experiments 

In vivo experiments were carried out using 6 to 8 weeks/old male NSG mice. Mice were bred and 

housed in pathogen-free conditions in the animal facility of the European Institute of Oncology–

Italian Foundation for Cancer Research (FIRC), Institute of Molecular Oncology (Milan, Italy). For 

engraftment of human cells, 1 million AML cells were injected intravenously (i.v.) through the 

lateral tail vein in non-irradiated mice. NSG mice with established human AML tumors (day 80 

post-graft) were treated with DCA (50 mg/kg, 1 dose/day by gavage, starting at day 1 for 16 

consecutive days). Human tumor AML cells gather in mouse spleen and bone marrow, hence we 

isolated mRNA from these organs.  We used human-specific primers to visualize expression of 

human ABC mRNA. In a different experiment B6 wt mice were treated in pathogen-free conditions 
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at the INM animal facility at Montpellier, France, with a daily single dose of DCA (50 mg/kg/day) 

intraperitoneally and mouse LDLR mRNA was analyzed in spleen and liver after different times. 

 

Cell lines and culture conditions 

The leukemic human cell lines, HL-60, NB4, Jurkat TAg and OCI-AML3 were grown in RPMI 

1640–Glutamax (GIBCO) supplemented with 5% (Jurkat) or 10% (OCI) FBS [15, 16]. Primary 

cells from a lymphoma B cell patient (BCL-P2) were grown in the same medium with 10% FBS. In 

certain experiments cells were grown in RPMI 1640 without glucose (GIBCO 11879) with the 

addition of 2 mM glutamine and 10 mM galactose (OXPHOS medium). The Jurkat TAg cells carry 

the SV40 large T Ag to facilitate cell transfection. The hepatic cell lines HepG2-C3A and HuH7 

were grown in MEM and DMEM respectively supplemented with 10% FBS, 1 mM sodium 

pyruvate, 2 mM glutamine, penicillin and streptomycin. The HCT116 human colon cancer cells 

were cultured in low glucose (5 mM) DMEM medium supplemented with 10 % FBS. Cellular 

confluence during experiments was between 80-85%. 

 

Human liver samples and preparation of PHHs cultures 

Liver samples were obtained from liver resections performed in adult patients for medical reasons 

(CRB-CHUM - Biological Resource Center of the Montpellier University Hospital,  Dr Jeanne 

Ramos and Pr Sylvain Lehmann). The use of human specimens for scientific purposes was 

approved by the French National Ethics Committee. All methods were carried out in accordance 

with the approved guidelines and regulations of this committee. Written informed consent was 

obtained from each patient prior to surgery. Human hepatocytes isolation and culture were 

performed as described previously [47]. Briefly, after liver perfusion, hepatocytes were counted and 

cell viability was assessed by trypan blue exclusion test. A suspension of 1x106 cells/mL per well 

was added in 12-well plates pre-coated with type I collagen (Beckton Dickinson) and cells were 

allowed to attach for 12h. Then, the supernatant containing dead cells and debris was carefully 

removed and replaced with 1 mL of serum-free long-term culture medium (Lanford medium, LNF). 

The number of confluent attached cells was estimated at ~1.5x105 cells/cm2. 
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Transient transfection  

Jurkat cells in logarithmic growth phase were transfected with the indicated amounts of plasmid by 

electroporation [45, 48]. In each experiment, cells were transfected with the same total amount of 

DNA by supplementing with empty vector. Cells were incubated for 10 min at RT with the DNA 

mix and electroporated using the Gene Pulser Xcell™ Electroporation system (Bio-Rad) at 260 mV, 

960 mF in 400 µl of RPMI 1640. Expression of the different proteins was confirmed by western 

blot. The transfection efficiency in Jurkat TAg cells is between 60 and 80%. In HuH7 cells, 

transfection of 30–50 nM siRNAs was carried out using Lipofectamine RNAiMAX (Invitrogen) in 

Opti-MEM (Invitrogen), according to the manufacturer’s instructions. Primary hepatocytes were 

transfected twice, at day first and third post-seeding. Cells were harvested 48 to 96 h post-

transfection. OCI-AML3 cells (2 x 106 in 100 μl) were transfected with 300nM p53 siRNA, or 

control siRNA by electroporation using Nucleofactor Electroporation system (Lonza). Cells were 

harvested 24 to 72 h post-transfection. 

 

Counting and determination of cell viability. 

Cell number, viability and cell death was analyzed with the Muse Cell Analyzer (Millipore) by 

incubating cells with Muse Count & Viability and Annexin V and Dead Cell kits respectively, 

following manufacturer’s instructions. 

 

RT-PCR 

Total RNA was extracted using NucleoSpin RNA isolation columns (Macherey-Nagel). Reverse 

transcription was carried out using iScript™ cDNA Synthesis Kit (Biorad). Quantitative PCR was 

performed with KAPA SYBR Green qPCR SuperMix (Cliniscience) and a CFX Connect™ Real-

Time qPCR machine (Biorad) with ABCB1, ABCC1, ABCC5, ABCG2 and actin primers. All 

samples were normalized to β-actin mRNA levels. Results are expressed relative to control values 

arbitrarily set at 100. The primers used were: 
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Mouse primers: 

ABCB1: Forward: (5′-TTCTCTTTGTCCGCGGAGTC-3′) Reverse: (5′- 
GAATGCTTCCAGGCATAAGCG-3′), ABCC5: Forward: (5′- CTAGCTGGTCGTTTCACGGT -
3′) Reverse: (5′-CCTCCTGCAGCCCACTATAC-3′), ABCC1: Forward: (5′-
CAAAGCCGGTGGAAAATGGG-3′) Reverse: (5′- GTGGGAAGACGAGTTGCTGA-3′), 
ABCG2: Forward: (5′- CTCCTTGCCAGATAAGAGGGG-3′) Reverse: (5′- 
CCTCAGTTAATTTCAGGACGACAG-3′), Actin: Forward: (5′-
GCGGACTGTTAGTGAGCTGCG-3′) Reverse: (5′- TGTTTGCTCCAACCAACTGCTGTC-3′). 

Human primers: 

ABCB1: Forward: (5′-GGAGGCCAACATACATGCCT-3′) Reverse: (5′- 
AGGCTGTCTAACAAGGGCAC-3′), ABCC5: Forward: (5′- CTTGTTTTGCTGCAGGGCTC-3′) 
Reverse: (5′-CACATCAGAATTCCTGCGCC -3′), ABCC1: Forward: (5′-
CCCGCTCTGGGACTGGAA-3′) Reverse: (5′- GTAGAAGGGGAAACAGGCCC -3′), ABCG2: 
Forward: (5′- TGTGTTTATGATGGTCTGTTGGTC ′) Reverse: (5′- 
TGTTGCATTGAGTCCTGGGC -3′), Actin: Forward: (5′-GAGGGAAATCGTGCGTGACA-3′) 
Reverse: (5′-AATAGTGATGACCTGGCCGT-3′). 

 

Flow Cytometry 

Briefly, 1x106 cells were stained with antibody in PBS with 2% FBS and incubated at 37°C for 30 

min. Cells were then washed and suspended in 200–250 μl PBS 2% FBS and staining was analyzed 

using a Gallios flow cytometer (Beckman) and the Kaluza software. 

ChIP experiment 

OCI-AML3 cells were treated with 10mM DCA for 72 h. Ten million cells were centrifuged (5min; 

1200rpm) and the pellet was washed two times in 1X phosphate-buffered saline (PBS) at room 

temperature and suspended in 10mL of 1X PBS. Cells were fixed in 1% paraformaldehyde 

(Electron Microscopy Sciences) at room temperature for 5 min. Fixation wa lysed in 1 ml of cell 

lysis buffer (5 mM PIPES, 85 mM KCl, 0.5% NP40, Na Butyrate 10mM + 2X protease inhibitor 

cocktail (Halt™ Protease Inhibitor Cocktail, EDTA-Free (100X), Thermofischer)) at 0°C for 10 

min. Nuclei were recovered by centrifugation (10min, 5000rpm) at 4°C and lysed in 250µl nuclei 

lysis buffer (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 1% SDS, 10 mM EDTA, Na Butyrate 10mM + Halt™ 

Protease Inhibitor Cocktail (3X)) at 4°C for at least 2 hours. 250µl of each sample were then 

sonicated 2 times for 5 min (30 s on/off) at 4◦C using a Bioruptor (Diagenode). After sonication, 

absorbances at 280 nm (A280) of 1/100 diluted samples were measured and A280nm and was 

adjusted to 0.133 with nuclei lysis buffer. One hundred microliter were used for ChIP experiments 

in a final volume of 1 ml. Samples were incubated under gentle agitation at 4°C overnight in the 

presence of 3µg of either a specific antibody or a negative control. Antibodies (anti-K27Ac Ab4729 
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(Abcam) and negative control IgG (Diagenode)) were previously bound to DYNA Beads Protein G 

Novex (Life Technology) according to the supplier’s recommendations. Dynabeads-bound 

immunoprecipitates were sequentially washed once with a low salt buffer (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 

150 mM NaCl, 1% triton, 0.1% SDS, 1 mM EDTA, 1mM Na Butyrate + Halt™ Protease Inhibitor 

Cocktail (1X)), a high-salt buffer (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 500 mM NaCl, 1% triton, 0.1% SDS, 1 

mM EDTA, 1mM Na Butyrate) and a LiCl-containing buffer (20 mM Tris-HCl pH 7.5, 250 mM 

LiCl, 1% NP40, 1% Na deoxycholate, 1 mM EDTA, 1mM Na Butyrate) and, then, twice with a TE 

buffer (10 mM Tris-HCl pH 7.5, 1 mM EDTA, Tween 20 0.02%). Samples were then eluted in 

250µL of elution buffer (100 mM NaHCO3, 1% SDS), and DNA-protein complexes were incubated 

at 65°C for 5 hours to reverse crosslinks. Samples were then treated with 100mg/ml proteinase K 

and 100 mg/ml RNAse A at 45°C for 2 hours to digest proteins and contaminating RNA. DNA was 

purified with an extraction kit (NucleoSpin Gel and PCR clean-up, Macherey-Nagel) according to 

the manufacturer’s recommendations and qPCR analysis was performed using the Roche 

LightCycler 480 real-time PCR system. The data were normalized with inputs taken from samples 

before the immunoprecipitation and treated under the same conditions. The primers used to amplify 

various regions of LDLR gene promoter. 

Daunorubicin accumulation / Drug Uptake Studies 

The intracellular daunorubicin accumulation in cells was examined by flow cytometer [49]. The 

logarithmically growing cells were cultured in 48-well plates and preincubated with or without 5 

μM daunorubicin for differents times  (10', 30', 60', 120' minutes) and 1 μM for 24 h). After 

incubation, cells were placed on ice, washed twice with PBS and analyzed by flow cytometry 

(Beckman-coulter, Elite), excitation 488 nm (argon laser) for the mean fluorescence intensity (MFI) 

of intracellular daunorubicin. A minimum of 10000 events was analyzed for each histogram. 

Statistical analysis 

The statistical analysis of the difference between means of paired samples was performed using the 

paired t test. The results are given as the confidence interval (*: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.005). 

All the experiments described in the figures with a quantitative analysis have been performed at 

least three times in duplicate. Other experiments were performed three times with similar results. 
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Figure legends 

Figure 1. DCA-induced ABC transporters expression depended on p53 status in leukemic 

cells. Different hematopoietic cell lines OCI-AML-3 wtp53 (A), HL-60 nullp53 (B), NB4 mutp53 

(C) and primary cells BCL-P2 wtp53 (D) were treated with 1 and 5 mM DCA for 1 week and RNA 

and plasma protein levels were analyzed by qPCR or FACs respectively. Data represent the % of 

mRNA compared to control cells. The bar graphs represent means ± SD of 3 independent 

experiments performed in triplicate; * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.005 student t-test compare to 

control cells. 

Figure 2. OXPHOS inhibited ABC expression in wtp53 cells. OCI-AML3 cells were grown in 

OXPHOS medium for 2 weeks and expression of ABC transporters was analyzed as in Fig. 1.  The 

bar graphs represent means ± SD of 3 independent experiments performed in triplicate; * p<0.05, 

** p<0.01, *** p<0.005 student t-test compare to control cells. B) Cells were treated with 5 mM 

DCA for 3 days and processed for ChIP analysis. The enrichment of K27 acetylation on Histone 3 

in the ABCC1 promoter was analyzed as described in material and methods by using different 

primers around TSS. 

Figure 3. DCA-induced ABC transporters expression depended on p53 status in hepatic cells. 

A-B) Hepatic cell lines HepG2-C3A wtp53 and HuH7 mutp53 were treated with 20mM DCA for 

24h before analyzing mRNA level as described in Fig. 1. C) Cells were treated with the indicated 

concentration of DCA for 1 week and protein level was analyzed by FACs. D) Primary hepatocytes 

were treated with indicated amount of DCA for 72 hours. The data represent means ± SD (n=3); 

*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 Student's t-test compared to control cells or as depicted in the 

graphic. 

Figure 4. DCA induced ABC transcription in vivo. A) NSG mice were engrafted with primary 

human AML cells. At day 80 post-graft, they were treated with DCA (n=4) or leave untreated 

(n=4). At day 140, mRNA from spleen or bone marrow was isolated and human ABCB1, ABCC1, 

ABCC5 and ABCG2 mRNA expression was quantified by qPCR. B) B6 wt mice (n=4/5 per group) 

were treated with a dose of DCA (50 mg/kg) everyday intraperitoneally and mice mRNA in spleen 

and liver at different times was obtained to analyze ABC transporters. The data represent means ± 

SD; * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 student t-test compare to non treated cells or mice. 
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Figure 5. Metabolism-controlled drug outtake depended on p53 status. A) Different cells were 

treated with 5 mM DCA for 7 days or incubated in OXPHOS medium for 14 days. Cells were then 

incubated with 5 uM daunorubicin clearance was measured at various time points (10, 30, 60, 120 

minutes). Some cells were incubated with 1uM daunorubicin for 24H. Some cells were also 

transfected with a sip53 before analyzing drug exclusion (B). Experiments were repeated at least 

three times. 

Fig 6. The ERK5 pathway regulated ABC transcription. A) HuH7 cells were transfected with 

control siRNA or siERK5. Thirty-six hours later mRNA expression was analyzed by qPCR. B) 

Primary human hepatocytes were transfected with control siRNA or siERK5 at day 1 and 3 post 

seeding. 96h later mRNA levels were assessed.  C) Jurkat cells were transfected with a small 

hairpin RNA for ERK5 (shERK5) or  ERK5 expression vector. 36h later mRNA expression was 

analyzed by qPCR. D) Jurkat cells were treated with 10 µM XMD8-92 for 24 h before analyzing 

expression of ABCB1 by FACs. The data represent means ± SD n=3; *p < 0.05, **p < 0.01, 

***p < 0.001 Student's t-test compared to empty vector transfected cells (control).  
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Partie 2 

 

Tumor Metabolism Regulates Sensitivity to NK Cells 

Résumé: 

La plupart des cellules tumorales présentent une reprogrammation métabolique connue sous le nom 

d’effet Warburg. Dans le contexte des cancers hématologique cette reprogrammation permet aux 

cellules cancéreuses d'utiliser la glycolyse anaérobique pour générer l'ATP au lieu de la phosphorylation 

oxydative.  

 Cette spécificité métabolique offre certains avantages aux cellules cancéreuses: une prolifération rapide 

et une évasion immune qui implique la sous-régulation de l'expression du MICA/B et ULBP1, ligands 

de stress exprimé à la surface des cellules cancéreuses.  

Les molécules MICA/B et ULBP1 jouent un rôle crucial dans l'activation et la costimulation de cellules 

effectrices de l'immunité innée et adaptative, principalement par leur capacité de lier et d'activer le 

récepteur activateur NKG2D. Le signal induit par l'interaction MICA/B:NKG2D ou ULBP1:NKG2D et 

sa dysfonction est impliqué dans de nombreuses pathologies auto-immunes, dans le contrôle et 

l'échappement tumorale et dans le contrôle des réponses antivirales. 

Dans nos expériences, nous forçons les cellules leucémiques à produire de l'énergie par phosphorylation 

oxydative en les incubant avec le DCA. 

Notre objectif était d'induire une augmentation de la transcription et de l'expression du MICA/B et 

ULBP1 pour assurer une activation optimale des cellules NK. 

Nos résultats ont montré que le DCA utilisé a faible dose (1uM et 5uM) peuvent stimuler l'expression 

des ligands de stress MICA/B et ULBP1 à la surface des cellules tumorales induisant alors une 

activation beaucoup plus importante de cellules NK. 

L'utilisation de DCA en combinaison avec une approche d'immunothérapie à base des cellules NK 

représente une piste thérapeutique prometteuse d’avenir, non seulement, pour éliminer les cancers mais 

aussi pour améliorer la qualité de vie des patients. 
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1. l'effet de DCA  sur l'expression les ligands MIC, MICB et ULBP1 chez les lignées 

cellulaires  AML: 

Le dichloroacetate est une molécule utilisée habituellement en clinique pour traiter des troubles 

mitochondriaux. Il agit par inhibition du pyruvate déshydrogénase kinase, ce qui favorise l'entrée de 

pyruvate dans le cycle de Krebs et donc l'arrivé de substrat au niveau de la mitochondrie. 

Récemment Michelakis et ses collaborateurs ont prouvé l'effet anti-tumorale de DCA, notamment 

dans le gliome, (Bonnet et al., 2007; Michelakis et al., 2010) par l'activation des voies  de 

l'apoptose d'où la surexpression des protéine Bad,Puma,p53.... 

Un des mécanismes d'action possible du DCA pour empecher la proliferation tumorale serait 

propablement via l'augmentation de l'expression de protéine pro-apoptotiques, qui permettent 

d'activer p53 et de ce fait d'initier l'apoptose (Villalba et al., 2013). 

Notre équipe a bien montré que le DCA stimule la sensisibilité des cellules tumorales face aux 

cellules NK et induit l'expression de p53, géne suppresseur de tumeur qui intervient dans la 

régulation de la prolifération cellulaire, chez les cellules ayant un phénotype normale de p53 

(wtp53) (p53 sauvage) (Allende-Vega, 2015). 

Nos résultats sont en accord avec ceux de Bush et ses collaborateurs qui ont montré que le DCA 

induit l'expression  de p53 (Bush Li 2002, Int J cancer) chez les cellules wtp53 alors qu' il induit 

un effet contraire chez les cellules ayant une expression anormale de p53 (p53 muté ou p53 null) 

(Chin Ueda science 1992).   

En conséquence, une meilleure compréhension des signaux et des mécanismes par lesquels le 

DCA favorise la mort des cellules tumorales est nécessaire pour comprendre son mode d'action. 

 

D'autre part, des  études récentes ont suggéré que le métabolisme  des  cellules  cancéreuses  et  

l'évasion  immunitaire  peuvent  être deux  phénomènes  liés,  et  que le  métabolisme des  cellules 

cancéreuses peut amener à l’échappement immunitaire. 

Dans ce contexe on a essayé de proposer  un  concept  thérapeutique  novateur  avec  une  nouvelle  

thérapie combinatoire pour le traitement de cancers hématologiques.  

Cette thérapie est basée sur l'induction de changements  métaboliques  par  l'utilisation  de  

dichloroacétate  associée  avec  l'immunothérapie en  utilisant  les  cellules  NK  activées  in  vitro.  

Cette  étude  servira  à  créer  une  nouvelle  thérapie  anti-cancer  efficace,  par  le  développement  

de  nouveaux  protocoles  métaboliques  visant  à  augmenter  les signaux de stress génerer par les 
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lignads des recepteurs activateurs pour activer efficacement les cellules NK (Unni et al., 2008 

;Chan et al., 2010). Les protéines MICA/B ainsi que les ULBP1 sont des ligands du récepteur activateur 

NKG2D impliqué dans les réponses anti-tumorales et antivirales. 

Notre but était donc de vérifier l'effet de DCA sur l'expression des lignads de stress  MICA, MICB 

et ULBP1 chez les cellules OCI-AML3, qui exprime normalement p53 (wtp53) (Allende-Vega, 

2015) 

D'après nos résultats on a pu confirmer que le DCA favorise  l'expression de l'ARNm  de MICA 

(figure 1.A.1) MICB (figure 1.B.1) et ULBP1 (figure 1.C.1) chez les cellules OCI-AML .Ces 

résultats sont confirmés par la mesure de l'expression protéique qui augumente  après traitement de 

DCA pendent une semaine  (figure 2 A).  

Cependant chez les lignées cellulaire  HL-60, qui n'exprime pas de p53, on note une diminution  de 

taux d’ARNm  (figure 1.A3,. B3, C3) et de protéines (figure 2B).  

Le même effet de DCA est observé chez d'autre lignée AML ayant un statut de p53 mutant, les 

cellules NB4 qui, aprés traitement avec une concentration de 1 et 5 mM de DCA pendant une 

semaine, diminuent la transcription (ARNm) (figure 1.A.4, B4, C4) et la traduction (figure 2C)  

des génes codant pour les ligands MICA, MICB et ULBP1.  

On a confirmé aussi nos résultats chez les cellules primaires extraites de patients atteints de 

lymphomes (B-cell lymphoma) (BCL) (figure 1.A2, B2, C2). Il nous semblait donc que le 

l'expression de MICA/B et ULBP1 est probablement dépendent de l'expression de p53 aux niveaux 

de cellules. 
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Figure 1:Effet de DCA sur l'expression des ligands MICA/B et ULBP1: 
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Fig 1:lignées hematopoitiques AML, 1)OCI-AML 3)NB4 4)HL60 et 2) lignée primaire des 
cellules de patients atteinds de BCL (Lymphome) sont traités avec 1mM et 5mM DCA pendent 1 
semaine, dont une analyse de taux d'expression d'ARNm des A) MICA,B) MICB et C) ULBP1 a 
été analysé.Les resultats sont traités et convertie en pourcetenge par rapport aux cellules controles 
;un test statistique t-student  a été realisé pour comaprer les differents conditions dont tous nos 
resultas sont significatifs avec *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 . 
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Fig 2:Les lignées leucémiques OCI-AML, NB4 et HL60 ainsi que les cellules des patients atteints de B-cell 
lymphomas (BCL-P2) sont cultivées dans un milieu contenant 1mM et 5mM  DCA pendent une semaine.Ces 
cellules sont par la suite marqué  par deux anticorps specifiques reconnaissant  les proteines MICA/B et 
ULBP1. Les resultats, répété trois fois, sont traités et convertie en pourcetenge par rapport aux cellules controles 
;un test statistique t-student  a été realisé pour comaprer les differents conditions dont tous nos resultas sont 
significatifs avec *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 . 
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2. Effet de DCA sur l'expression de MICA/B et ULBP1 est il dépendant du statut p53 des 

cellules tumorales? 

Durant les années 1960 et 1970 quand les études sur les tumeurs représentaient la voie la plus 

étudiée, plusieurs groupes ont reporté l’existence d’une protéine qui était sousexprimée dans 

plusieurs tumeurs. Cette protéine, avec un poids moléculaire approximatif de 53 kD a fut baptisée 

p53 (protein 53) (Levine et Oren, 2009) et fut couronné "molécule de l'année" par la revue Science 

(Culotta et Koshland, 1993). 

La protéine p53 a été définitivement retenue comme " suppresseur de tumeurs" quand des 

chercheurs ont démontré que des souris déficientes en p53 étaient capables de développer des 

tumeurs spontanément (Donehower et al, 1992). Les souris p53 knockout (KO), malgré un 

développent normal, avaient une incidence élevée de sarcomes et de lymphomes en jeune âge.  

 En effet, les mutations de p53 sont l’événement génétique le plus fréquent dans un large spectre de 

cancers, leur fréquence varie selon les types de cancer (de +/- 10 % dans des tumeurs 

hématopoïétiques jusqu'à 50 à 70 % dans les cancers de l’ovaire ou les cancers colorectaux) (Brosh 

et Rotter, 2009). En raison de son rôle majeur dans le développement du cancer, de nombreuses 

études ont essayé à éliminer les cellules portant un p53 mutant ou de réactiver celui-ci de façon à 

induire l'arrêt de croissance (Szelechowski et Saïb, 2005).  

Actuellement ces essais n'ont pas prouvé une efficacité notable cependent plusieurs équipes 

continuent à explorer cette voie (Myers et al. 2005).  

D'aprés nos résultats, on a pu suggérer que l'effet de DCA pourrait probablement être dépendent de 

la protéine p53. Il nous parait alors intéressant de vérifier cette idée car la voie de signalisation 

touché par le  DCA et qui induit l'expression de ces ligands pourrait être une cible prometteuse dans 

l'avenir pour éliminer les cellules tumorales. 

Dans le but de confirmer cette idée on a transfecté les cellules OCI-AML (wtp53) par un plasmide 

qui sert à atténuer l'expression de p53 (figure 3). 

Bien que nous avons constaté depuis nos résultats précédentes que le DCA permet la surexpression 

des ligands de stress MICA, MICB et ULBP1 (figure 1 et 2). Cependant ces effets ont été observé 

que chez les cellules ayant une expression normale de p53 (wtp53).Ainsi, aprés transfection on  a 

bien constaté que les cellules OCI-AML KO en p53 (p53-), en présence de DCA, ne présentent 

aucune modification d'expression des ARNm des  MICA, MICB et ULBP1 (figure 4A) au 

contraitre des cellules OCI-AML controles (wtp53). Au niveau protéique, l’analyse par cytométrie 

en flux de l’expression membranaire des lignads MICA/B et ULBP1 confirme nos resultas 

précédentes (figure 4 B). 
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A ce stade il est bien évident que l'action de DCA sur l'expression des ligands est dépendent de p53 

mais ca nécessite encore plus d'expériences. 

 

 

 

 

fig 3: La lignée leucémiques OCI-AML cultivée dans un milieu contenant 1mM et 5mM  DCA 
pendent une semaine.Ces cellules sont par la suite transfceté par un plasmide pour atténuer 
l'expression de p53.Apres 36h de transfection,une extraction A) d'ARNm et B) des proteines a été 
realisé. Les resultats de knockdown ont été  répéter trois fois, sont traités et convertie en pourcetenge 
par rapport aux cellules controles ;un test statistique t-student  a été realisé pour comaprer les 
differents conditions dont tous nos resultas sont significatifs avec *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 
. 
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Fig 4: Les cellules OCI-AML3 traité avec 1mM et 5mM de DCA pendent une semaine puis transfecté par un 
plasmide qui inhibe l'expression de p53.Apres 36h de culture, une analyse de l'ARNm et de l'expression 
proteique des molécules MICA, MICB et ULBP1 a été éffectué.Les resultats sont traités et convertie en 
pourcetenge par rapport aux cellules controles ;un test statistique t-student  a été realisé pour comaprer les 
differents conditions dont tous nos resultas sont significatifs avec *p < 0.05, **p < 0.01, 
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3. La modification de l'expression des ligands MICA, MICB et ULBP1 peut moduler la 

capacité cytotoxique des cellules NK:  

 

Les cellules NK sont des acteurs majeurs de la vigilance anti-tumorale. Ces cellules de l'immunité 

innée ont la capacité,comme leur nom indique,de  lyser directememnt les cellules cibles sans léser 

les cellules normales (Zompi et Colucci, 2005). Elles participent également à l’immunité 

adaptative par sécrétion de cytokines et par cytotoxicité médiée par les anticorps via leur CD16 qui 

se lient aux immunoglobulines de type G fixées à la surface des cellules cibles (Cullen et Martin , 

2008; Critchley-Thorne et al., 2009). La mort des cellules cibles est induite de façon i) dépendante 

ou ii) indépendante de la perforine. En effet, au contact de la cible la perforine et les granzymes, 

libérés des granules cytosoliques par exocytose, sont des effecteurs de la cytotoxicité. 

Indépendamment de la perforine, des ligands aux récepteurs de mort, Fas-L et TRAIL, exprimés à 

la surface des cellules NK, peuvent également induire la lyse cellulaire (Zompi et Colucci, 2005). 

La caractérisation fonctionnelle des cellules NK a permis d’identifier différents récepteurs capables 

d’inhiber ou de stimuler leur cytotoxicité (Vivier, E. 2006). Cette activité cytotoxique anti tumorale 

est majoritairement contrôlée par le récepteur activateur NKG2D exprimé sur les cellules NK 

(Zafirova et al., 2011). En effet, des souris déficientes en NKG2D sont d’avantage prédisposées à 

développer divers cancers et à en mourir précocement (Guerra et al., 2008). Ce récepteur reconnaît 

plusieurs ligands dont le plus connu est les protéines MICA, MICB et ULBP1 qui peuvent être 

régulée aux niveaux transcriptionnel et post-traductionnel.On a bien montré que le DCA permet la 

modification de ces ligands dans divers types de tumeurs (figure 1,2,3). 

 Les cellules NK exercent leur activité lytique vis-à-vis de cellules cibles exprimant plus les ligands 

de stress (Vivier, 2006)..Comme nous avons bien établie que le DCA stimule l'expression des 

ligands de stress chez les cellules OCI-AML, BCL-P2, notre objectif etait donc de verifier si la 

neutralisation des cellules tumorales par les cellules NK est médiée par la voie impliqué NKG2D/ 

MICA;MICB;ULBP1. 

 

Pour vérifier si l'expression de ces ligands peut vraiment induire une activation des cellules NK on 

a testé la cytotoxicité de ces cellules faces aux cellules tumorales leucémiques (OCI-AML,NB4 et 

HL60) et les cellules primaires de patient atteint de B-cell lymphome.. 

Nous avons observé que les cellules NK sont capable de neutraliser les cellules tumorales ayant 

une expression accrue en MICA, MICB et ULBP1 beaucoup plus que les cellules tumorales 

contrôles. Les cellules tumorales incubées avec DCA sont beaucoup plus sensibles à l'action des 

cellules NK que les cellules contrôles. Cet effet est observé uniquement chez les cellules OCI-
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AML3 et BCL (P2) ayant une expression normale de p53 par contre dans le cas des cellules NB4 

et HL60 qui n'ont pas une modification d'expression des MICA/B et ULBP1 on a bien constaté que 

ces lignées ne sont pas sensibilisées à l'action de DCA.  

 

Pour vérifier si la cytotoxicité des cellules NK face aux cellules tumorales est dépendante de 

l'expression des ligands, on a mis en culture les cellules transfectés (KOp53) incubées pendent 72h  

en DCA, avec différents ratio des NK.Nous avons déterminé que les cellules ayant une expression 

altérée de p53 sont moins sensibles à l'action des cellules NK par rapport aux cellules contrôles. 

Le DCA peut alors être utilisé en clinique, en combinaison avec l'immunothérapie à la base des 

cellules NK, pour induire une action optimale des cellules NK afin qu'elles puissent éliminer les 

cellules tumorales et donc conduire à la création d’outils innovants pour l’immunothérapie chez les 

patients ayant un phénotype normale de p53. 

En conclusion, élucider les mécanismes d'actions par lesquel le DCA peut induire la surexpression 

des ligands spécifiques de NKG2D, nous parait importants afin de cibler ces voies de 

signalisations pour combattre le cancer. 
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Figure 5: Les lignées leucémiques OCI-AML,NB4 et HL60 ainsi que les cellules des patients 
atteinds de b-cell lymphomas (BCL-P2) sont cultivées dans un milieu contenant 1mM et 5mM  
DCA pendent une semaine.Ces cellules sont par la suite mis en culture avec les cellules NK 
activées in vitro pendent 21jour.La coculture des cellules NK (E) avec les cellules cible (T) se fait 
selon 2 ratio 0.5:1 (E:T) et 1:1 (E:T) pendent une nuit.Un test de cytotoxicyté a été realisé par 
l'utilisation de l'anticport 7-AAD.Les resultats, répété trois fois, sont traités et convertie en 
pourcetenge des cellules mortes par rapport aux cellules vivantes ;un test statistique t-student  a été 
realisé pour comaprer les differents conditions dont tous nos resultas sont significatifs avec *p < 0.05, 
**p < 0.01, ***p < 0.001 . 
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Le cancer du sang est l’un des cancers qui résistent à la plupart des chimiothérapies 

classiques. Il y à quelques années encore, la survie globale des patients atteints de cette maladie 

n'est améliorée. Les études réalisées sur le profil métabolique des cellules cancéreuses ont montré 

que la plupart des cellules cancéreuses partagent une particularité métabolique en utilisant la 

fermentation lactique au lieu de la phosphorylation oxydative comme source d'énergie connue sous 

le nom d'effet Warburg (Warburg et al., 1965 ;Scott et al., 2011;Villalba et al., 2013). D'après 

Warburg les cellules cancéreuses présenteraient un défaut au niveau de leurs mitochondries 

(Warburg et al., 1965). Un mauvais fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale est 

une source majeure de ROS (Reactive Oxygene Species). Or ces derniers induisent la stabilisation 

des facteurs de transcription HIF, responsables de la surexpression de nombreuses enzymes de la 

glycolyse (Semenza et al., 2010). De plus, les dommages oxydatifs induits par les ROS sont 

probablement la source majeure d'instabilité au niveau du génome mitochondrial, entrainant des 

dysfonctionnements au niveau de la chaine respiratoire (Gogvadeze et al., 2010). 

Plus récemment d'autres hypothèses ont émergé, suggérant que le microenvironnement tumoral à un 

rôle prépondérant dans la "sélection" des cellules les mieux adaptées. En effet lors de la croissance 

tumorale, les cellules cancéreuses proliférant de façon anarchique, des zones d'hypoxie apparaissent 

au sein de la tumeur, stabilisant les facteurs de transcription HIF(Hypoxia-Inducible Factor).Ce 

dernier peut être directement activé par des oncogènes (Kroemer et Pouyssegur ,2008).Ces 

protéines vont activer la transcription de gènes impliqués dans la glycolyse (enzymes glycolytiques 

,transporteurs de glucose).Dans les conditions normoxiques, l'expression de HIF est augmentée 

suite, probablement, à des mutations sur des gènes régulant négativement ce facteur de transcription 

ou aussi suite à des mutations sur certains gènes codant les enzymes du cycles de Krebs (furamate 

hydroxylase,succinate déshydrogénase) qui peuvent stabiliser HIF via une inhibition des prolyl-

hydroxylases par accumulation de succinate ou de furamate (DeBerardinis et al., 2008). Enfin, la 

dernière possibilité pour expliquer le changement métabolique des cellules cancéreuses concerne les 

oncogènes/gènes suppresseurs de tumeurs. Ainsi, le facteur de transcription p53 a été récemment 

impliquée dans le contrôle de métabolisme via TIGAR, qui active la production d'ATP par les 

phosphorylations oxydatives (Green et Chipuck,2006).De plus, p53 induit la transcription de la 

cytochrome C oxydase, une sous-unité du complexe IV de la chaine respiratoire mitochondriale 

(Bensaad et al., 2006). Enfin ,la perte de p53 stabilise le facteur de transcription HIF (Kaur et al., 

2005) et  induit une modification du métabolisme des cellules. De même, certains oncogènes 

peuvent également entrainer une modification du métabolisme .Ainsi la mutation de Ras favorise un 

métabolisme glycolytique (Hsu et Sabatini, 2008) et c-Myc, un oncogène qui induit la transcription 

de plusieurs gènes impliqués dans le métabolisme (Gordan et al., 2007). 
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Dans ce contexte, la glycolyse semble être une bonne  cible thérapeutique pour éliminer les cellules 

cancéreuses. L’équipe de Fantin a montré que l’inhibition de la glycolyse  peut stimuler la 

respiration mitochondriale dans le cancer du sein, suggérant ainsi que l’augmentation du pool de 

pyruvate disponible pour être transformé en Acetyl CoA pourrait également induire la réactivation 

de la phosphorylation oxydative (Fantin et al., 2006). De plus, l’équipe de Bonnet a relevé 

l’importance du pyruvate déshydrogénase kinase (PDK) dans les glioblastomes. Cette enzyme dont 

la transcription est activée par HIF (Kim et al., 2006) inhibe par phosphorylation la pyruvate 

déshydrogénase (PDH), responsable de la catalyse de pyruvate en Acetylcoenzyme A (Ac-CoA) et 

donc de l'arrivée de substrats au niveau de la mitochondrie. Ainsi, l’inhibition de PDK, via un 

siRNA ou en utilisant un inhibiteur pharmacologique telle que le dichloroacetate (DCA) (Stacpoole 

et al., 2008), diminue de manière significative la glycolyse et favorise l’oxydation du glucose dans 

la mitochondrie. L’inhibition de cette protéine dans les glioblastomes n’induit pas seulement une 

réactivation de la phosphorylation oxydative, mais également la mort des cellules tumorales par 

apoptose (Bonnet S. et al., 2007). Le DCA a été utilisée depuis longtemps dans les traitements 

hypocholestérolémiant (Misbin R, 1979) et plus récemment il a prouvé son efficacité à tuer les 

cellules tumorales. 

Des résultats pertinentes de DCA ont été publiés par l'équipe de Evangelos Michelakis affirmant 

que le DCA est capable de modifier le métabolisme des cellules cancéreuses, de restaurer la 

phosphorylation oxydative, d'entrainer la production de ROS et d'induire la mort des cellules 

tumorales par apoptose in vitro et in vivo (Bonnet et al., 2007; Michelakis et al., 2010).Depuis 

cette découverte, plusieurs équipes ont commencé à évaluer l'efficacité de DCA sur d'autre types de 

cancers. 

Chez l'Homme plusieurs essais cliniques basés sur l'utilisation de DCA sont en cours d'évaluation 

sur divers types de cancer telques le cancer de sein (Haugrud AB et al., 2014), du prostate (Akbar 

Khan et al., 2011) colorectales (Madhok et al., 2010) ,neuroblastome (Benedikt F et al., 2015) 

endométriales (Jason Y  et al., 2008) sans léser les cellules saines de l'organisme. 

La dose administrée aux patients atteints de cancer  s’est avérée non toxique pour le système rénal, 

le système cardiaque, le système hépatique et le système hématologique. On a utilisé les mêmes 

doses utilisés en cliniques dans tous nos expériences (Dimlich R et al., 1989) (10mM de DCA pour 

les traitements de leucémie aigue et 1mM et 5mM pour les leucémies chroniques),puisque il avait 

été noté que ,utilisé à des doses élevées, le DCA peut induire des effets secondaires telles que la 

neuropathie périphérique, qui s’était inversée lorsque la dose avait été abaissée (IARC, 2009). 

Malgré la capacité du DCA à inhiber le cancer et la croissance tumorale Michelakis avait souligné, 

qu’il était trop tôt pour dire si le DCA fournira un traitement efficace contre le cancer chez les êtres 

humains puisque son mode d'action reste encore mal connu (ISIS, 2012) .  
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Elucider les voies de signalisations modifiées par DCA nous parait essentiel pour une approche 

thérapeutique prometteuse. D'ou notre objectif était d'évaluer l'efficacité de DCA sur les cancers de 

sangs. 

De façon intéressante, il a été récemment montré que des molécules hypoglycémiantes, comme la 

metmorfine, associées avec des traitements chimiothérapeutiques classiques peut induire la mort des 

cellules cancéreuses issues de cancer de sein et bloquer la croissance tumorale (Hirsch et al., 2009). 

Depuis plusque 70 ans la chimiothérapie represente le traitement le plus utilisé en cas des cancers 

(Alfred Gilman 1934). Plusieurs cancers, comme la maladie de Hodgkin, la leucémie, les 

lymphomes, les tumeurs testiculaires et certains sarcomes, peuvent être guéris (Les guides de la 

fondation québéquoise du cancer) grâce à la chimiothérapie (Lechat P., 2006). D’autres cancers 

que l’on croyait incurables, tel le cancer du sein, répondent très bien au traitement par 

chimiothérapie, surtout s’il est administré tôt dans le processus de la maladie. Cependant certaines 

cellules deviennent chimiorésistantes à certains types d'agents chimiothérapeutiques. Cette 

chimiorésistance est généralement associé à la surexpression des transporteurs membranaires 

(familles des transporteurs ABC) responsables de  l'efflux de drogues. 

Notre projet de thèse est divisé en deux axes majeurs.  

La 1ère partie consiste à utiliser une molécule qui peut réduire l'expression protéique des 

transporteurs, ce qui va faciliter l'accumulation des drogues à l'intérieur des cellules tumorales. 

A l'issue de ces travaux de thèse, nous nous sommes demandé si l'ensemble des données 

accumulées, de façon combinée à la littérature, pouvait conduire à envisager les ABC comme une 

cible pharmacologique dans une stratégie anticancéreuse. Dans un premier temps, il faut rappeler 

que l’approche thérapeutique visant les transporteurs ABC permet de cibler une résistance à la fois 

agent-spécifique et cancer spécifique. Malgré la disponibilité tissulaire des transporteurs ABCB1, 

ABCC1, ABCC5 et l'ABCG2, ils sont exprimés de façon beaucoup plus restreinte dans les tissus 

sains (mélanocytes, rétine, glandes mammaires, estomac et testicules) (Frank et al., 2005). De plus, 

la surexpression de ces transporteurs a été retrouvée dans de nombreux types de cancers telque les 

cancers du sein (Yang et al., 2010), du foie (Cheung et al., 2011), colorectaux (Wilson et al., 

2011) et dans des leucémies (de Grouw et al., 2006 ; Lehne et al., 2009). Enfin, une validation de 

concept a déjà été développée dans la littérature avec un traitement par un anticorps anti-ABCB5 

induisant une inhibition de la prise et de la croissance tumorale in vivo (Schatton et al., 2008).  

Au cours de notre étude, nous avons essayé d'apporter des arguments en faveur de l’association des 

transporteurs étudiés avec la chimiorésistance. Dans les modèles que nous avons utilisés, 

l'expression des transporteurs ABCB1, ABCC1, ABCC5 et ABCG2, connus pour leur importance 

dans les phénomènes de résistance des cancers, est réprimé suite à l'action de DCA pour les cellules 

ayant un statut normale de p53 (wtp53). Il est intéressant de noter que les cellules leucémiques 
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ayant une expression de protéine p53 mutée  pourraient  augmenter l'expression des transporteurs 

ABC et devenir chimiorésistantes en cas d’induction de la phosphorylation oxidative. 

Lorsque des agents ciblant ABCB1 ont été développés, la littérature était très documentée sur son 

rôle fonctionnel physiologique et pathologique dans les cancers (Dauchy et al., 2008). L’expression 

de ces transporteurs avait été étudiée à l’échelle de l’organisme grâce à des souris knock-out 

permettant d’établir que la perte de ces transporteurs conduisait à des animaux viables et fertiles, 

avec toutefois une hypersensibilité à certains composés (Dauchy et al., 2008). Ces différentes 

études avaient donné l’espoir que les transporteurs ABC puissent constituer des cibles 

pharmacologiques intéressantes dans le domaine de la cancérologie avec toutes les limitations que 

nous leur connaissons aujourd'hui. Concernant l'ABCC5, l'état de l'art est bien moins avancé et ni 

son rôle physiologique ni son rôle pathologique ne sont clairement identifiés (Natesh et al., 2016). 

Aucune souris transgénique knock-out pour ABCC5 n’a par ailleurs été réalisée. Des données in 

vitro et in vivo restent donc à établir avant de pouvoir envisager le transporteur ABCC5 comme 

cible pharmacologique dans le cadre du cancer de sang (Natesh et al.,  2016). 

Notre but était de comprendre la relation entre le metabolisme et les transporteurs ABC. Si ces 

protéines pourraient être bloquées, la concentration intracellulaire en agent anticancéreux serait 

suffisante pour qu’elle soit active. C’est ainsi que nous nous sommes aperçus que le DCA, utilisé 

depuis longtemps en clinique, joue un rôle primordial sur la cytotoxicité cellulaires grâce à son 

action sur l'expression de certains  transporteurs ABC. 

Devant notre réussite à trouver une molécule capable d'inhiber  l'efflux des molécules 

chimiothérapeutiques par les transporteurs ABCB1 ,ABCC1,ABCC5 et ABCG2 chez des lignées 

cellulaire, nous avons essayé de vérifier cette approche sur des lignées primaires humaines et sur 

des modeles in vivo.  

 

Nous avons constaté que l'efficacité de DCA à diminuer l'efflux de daunorubicine suite à la sous-

régulation de l'expression des transporteurs ABC varie selon les cellules utilisées. 

Selon nos résultats l'effet de DCA sur les transporteurs ABCB1 (Jason A et al., 2002), 

ABCC1,ABCC5,ABCG2 est p53-dépendent. 

Pour verifier nos résultats on a essayé d'utiliser le 17-AAG,  inhibiteur de la protéine HSP90, 

capable de dégrader les p53 mutées par ubiquitination dépendent de MDM2 (Allende-Vega, 2015 

), on a montré que les cellules ayant une expression normale de p53,aprés traitement avec le 17-

AAG, montrent les même résultats que les cellules ayant une expression altérée de p53 .Il est 

devenu alors indispensable d'identifier les mécanismes responsables de la diminution de 

l'expression des ABC. Notre équipe a pu montré que les cellules qui utilisent la phosphorylation 

oxydative présentent une surpression de ERK5 (Charni et al., 2010;Lopez-Royuela et al., 2014; 
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Khan et al., 2016; Villalba et al., 2013;Villalba et al., 2014; Catalán t al., 2015) ce qui modifie 

probablement l'expression des ABC supportant alors l'hypothèse que l'inhibition de la voie 

ERK5/MEF2 pourrait probablement inhiber la chimiorésistance (Pereira et al., 2016) cependant 

cette idée il est encore mal connue. 

La proteine kinase ERK5 est capable d'activer divers facteurs de transcription qui activent des 

promoteurs des gènes ABC telque le p53, NF-kB, NRF2, HIF1 et MEF2 (Scotto et al., 2003). 

Certains résultats ont confirmé que l'inhibition de la kinase ERK5 induit l'activation de p53 et 

favorise la sensibilité des cellules pour le 5-fluorouracil dans le cas de cancers de colon cependant 

le rôle des transporteurs n'est pas été mis en évidence (Pereira et al. 2016). Dans ce contexte, on a 

pensé  que probablement cet effet est lié aux changements de l'expression des ABC. 

D'après les résultats de notre équipe, le  DCA favorise l'expression de ERK5 (Lopez-Royuela et 

al., 2014) et augmente l'expression de p53 (Allende-Vega et al., 2015) de FOXO3 et de certains 

gènes-cibles telque Puma, Bad et Noxa (Mallinson J et al., 2012) et il provoque ainsi une 

diminution de l'expression de ABCB1 dans les cellules wtp53 (Xiang et al., 2015) . 

La protéine p53 est capable de réguler la transcription de nombreuses protéines pro-apoptotiques 

telles que les protéines à domaine BH3-seul Puma et Noxa (Nakano et Vousden, 2001).De plus, 

p53 peut non seulement induire la transcription de Bax, mais également l'activer directement au 

niveau cytoplasmique (Chipuk et al., 2004). Foxo3, un autre facteur de transcription, considéré 

également comme un suppresseur de tumeur, régule la transcription de Bim et il est capable 

d'interagir avec p53 en réponse à des stimuli de stress (Fu et Tindall, 2008) .Ces deux protéines 

ont donc un rôle important dans l'induction de l'apoptose et sont souvent dérégulées dans les 

cellules tumorales.  

D'autre part, Wang et ses collaborateurs ont montré que l'expression des ABC modifiée par le 

stress oxydatif pourrait être mediée par NRF2 (Ji et al., 2013 ;Wang et al., 2014 ). 

Récemment on a pu montré que ERK5 peut générer une réponse antioxydante par l'activation de 

NRF2 (Khan et al., 2016) et modifie l'expression de certains gènes  qui interviennent dans le 

changement métabolique (Chen et al., 2014 ; Seebacher et al., 2015).  

Nous avons (Khan et al., 2016) pu confirmé que MEF2 intervient dans la modulation de l'effet de 

ERK5 sur le métabolisme tumorale (Lopez-Royuela et al., 2014; Khan et al., 2016).Pour mieux 

comprendre la voie de signalisation spécifique touché par DCA on a vérifié que les transporteurs 

ABCB1,ABCC1,ABCC5 et l'ABCG2 possèdent des sites de liaisons spécifiques pour MEF2.  

A cause de la variété des ligands spécifiques de ERK5 il nous a parait difficile de déterminer 

exactement lequel est responsable de la modification de l'expression protéiques de transporteurs 

ABC qui pourrait être p53 dépendent comme nous avons cité précédemment. 
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Nous avons vérifié cette hypothèse dans diverses lignées cellulaires, ainsi que dans des cellules 

issues de patients et dans un modèle in vivo. Ainsi, pour la première fois, nos expériences 

suggèrent que le mode d'action du DCA est lié à la voie de signalisation ERK-MEF2. 

 

Ces conclusions ne sont encore que des hypothèses de travail et des études supplémentaires 

d’activité ATPasique sont nécessaires pour les confirmer ou les infirmer. L’étude de mécanisme 

d'action de DCA sur l’activité ATPasique permettra alors de cibler ces voies de signalisations dans 

des approches thérapeutiques dans l'avenir. 

 

Fig 49: Modification du métabolisme cellulaire dans les cellules cancéreuses. Glc,glucose; 

HK,hexokinase;3-PG,3-phosphoglycérate;GF,facteur de croissance;SREBP,sterol-regulatory 

element binding protein;ACL,ATP citrate lysase,ACC,acetyl-CoA carboxylase;FAS,fatty acid 

synthase;FA, acide gras. (Fits et Fajas, 2010) 

 

 

Dans la deuxiéme partie de cette thése, nous avons tenté à améliorer une méthode utilisée depuis 

longtemps pour combattre le cancer: L'immunothérapie. 

 

Des  nouvelles approches thérapeutiques anti-cancéreuses visant à stimuler le système immunitaire 

du patient vis-à-vis de sa tumeur ont été développées. Récemment, la Food and Drug 

Administration (FDA) a autorisé la mise sur le marché du premier vaccin thérapeutique contre le 

cancer de la prostate (vaccin Provenge (sipuleucel-T)). Ce vaccin est à la base de cellules 

mononuclées autologues du sang, chargées en culture avec la phosphatase acide prostatique 
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(antigène tumoral) couplée au GM-CSF. Cette protéine recombinante active in vivo les lymphocytes 

T spécifiques de la phosphatase acide prostatique (Plosker et al., 2011). 

Dans notre étude, nous avons essayé de proposer une nouvelle approche de traitement pour les 

cancers hématologiques (leucémie, lymphome, et myélome) basée sur l'utilisation des cellules NK.  

Notre hypothèse consiste à utiliser des molécules capables de moduler le métabolisme tumoral 

(DCA) en combinaison avec les cellules NK activées pour améliorer les résultats obtenus par 

l'immunothérapie seule. 

 

Les interactions entre le système immunitaire et la cellule tumorale lors du développement 

cancéreux sont très  complexes. En effet l'efficacité des réponses anti-tumorale pourrait étre limiter 

par une variété de stratégies immunosuppressives.  

Hanahan et Weinberg ont proposé en 2000 une série de 6 propriétés nécessairement acquises par les 

cellules au cours du processus de transformation : insensibilité aux inhibiteurs de croissance, 

autosuffisance,  potentiel réplicatif illimité, capacités angiogéniques, évasion de l’apoptose, 

invasion tissulaire et potentiel métastatique (Hanahan , 2000). La capacité d’échappement au 

système immunitaire a récemment été décrite comme une 7ème caractéristique des cellules 

tumorales (Dunn et al., 2004 ; Zitvogel et al., 2006). 

Il est bien évidement que l'échappement à la réponse immunitaire constitue une cause majeur de 

l'échec des thérapies anticancéreuses (Dunn et al.,  2004 ; Zitvogel et al., 2006).  

 

Chez l’Homme, les mécanismes d’échappement à la réponse immune sont donc essentiellement 

étudiés à la phase chronique et à la phase de transformation tumorale. Par contre, il est difficile de 

savoir à partir de quel moment la fonction des cellules immunitaires commencent à se détériorer. 

Ainsi, nous savons que les cellules NK se mobilisent rapidement et peuvent donc jouer un rôle clé 

dans la résolution précoce de la transformation tumorale (Woo et al., 2015). On peut donc supposer 

qu’au moins quelques mécanismes d’échappement à la réponse NK sont déjà utilisés par les cellules 

tumorales. Il est evident que l'activation des cellules NK résulte d’un équilibre dynamique entre 

différents signaux activateurs et inhibiteurs transmis par des récepteurs membranaires qui 

reconnaissent des ligands constitutifs ou inductibles à la surface des cellules (Groh et al., 1996 

;Classen et al., 2003; Verneris et al., 2004). 

En situation physiologique normale, l’expression constitutive de molécules HLA de classe I à la 

surface des cellules saines empéche l'activation des cellules NK (Granzin et al., 2017) et donc la 

destruction des cellules tumorales. Le NKG2D est l'un des  récepteurs activateurs exprimé chez les 

cellules NK humaines, des cellules T γδ et T CD8+ mais il est très faiblement exprimé à la surface 

des cellules T CD4+ chez les individus sains (Altmeyer et al., 2017).  
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Chez l’homme, le signal activateur de NKG2D est transmis par la molécule adaptatrice DAP10 (Xu 

et al., 2017). 

Pour s'échapper de la réponse des NK, les cellules tumorales induisent donc des modifications 

phénotypiques (modification de l'expression des molécules HLA-I telques MICA, MICB et ULBP1 

(Unni et al., 2008 ; Chan et al., 2010) et/ou inhibition de ligands des récepteurs activateurs 

(NKG2D) (Kaiser et al., 2007 ; Dupuy, 2012; Cheng et al., 2013).. 

L’axe NKG2D/ligand apparaît de plus en plus important en immunité antitumorale, autoimmunité 

et lors des réponses au stress cellulaire (Jiaying Set al., 2017).  

Bien que les molécules MICA et MICB  ont une expression membranaire constitutive dans divers 

types cellulaires tell que l’épithélium intestinal (Groh et al., 1996), les monocytes (Zwirner et al., 

1998 ;Zwirner et al., 1999) , les macrophages (Nedvetzki et al., 2007) et les cellules épithéliales 

thymiques (Cerboni et al., 2007), leur expression est induite seulement en situation de stress 

(stress génotoxique, stress infectieux, ou  stress métabolique..). 

 Récement Stern -Ginossar a confirmé que les mi-ARN représentent l'un des  mécanismes 

d’induction de l’expression des molécules MICA et MICB (Stern-Ginossar et al., 

2008).Recemment il a été montré que le miR-17-92 est corrélé avec l'inhibition de l'expression de 

MICA/B dans le cancer des ovaires (Xie et al., 2014), glioblastome (Stern-Ginossar et al., 2008) 

et plusieurs autres type de cancers (Codo et al., 2014) ce qui favorise l'échappement tumorale de 

systeme immunitaire. 

Quant au récepteurs NKG2D, il a été confirmé que certaines interleukines telque l'IL-15 peuvent 

stimuler leur expressions, (Horng et al., 2007). A l’inverse, le TGF-β1 a un effet opposé puisque il  

diminue l’expression de surface et la fonction du couple NKG2D/DAP10.  

Dans un autre contexe, des mutations touchant le géne MICA peuvent modifier aussi le taux 

d’expression du ligand (Shafi et al., 2011).  

Ainsi, l’étude de système de réponse MICA/NKG2D est particulièrement indiquée dans les 

pathologies inflammatoires et autoimmunes du tube digestif. Les maladies inflammatoires de 

l’intestin (MICI), la maladie de Crohn (MC) (Allez et al., 2007), et larectocolite hémorragique 

(RCH), sont caractérisées par une réponse immune non contrôlée vis-à-vis de la flore intestinale 

(Tieng et al., 2002). 

Pariente et ses collaborateurs ont montré que le  stress bactérien peut induire l’expression de MICA 

à la surface des cellules épithéliales intestinales  (Pariente et al., 2011). Certaine souches de E. coli 

(«Diffusely Adherent E. coli», DAEC) induisent l’expression de MICA par la liaison de l’adhésine 

bactérienne au récepteur de surface cellulaire CD55. Ces souches ont été par ailleurs identifiées 

comme pouvant coloniser la muqueuse intestinale des patients atteints de MC (Pariente et al., 
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2011).Les ligands de NKG2D jouent un role primordiale dans l'immunosurveillance et peuvent étre 

impliqué dans les mécanismes clinicophatologique (Li  et al., 2009 ; Duan et al., 2011; Krujif et 

al., 2012; Cho et al., 2014 ; Fang et al., 2014). 

 La surexpression de ces lignands  a été considéré comme un indicateur tumorale chez les patients 

atteind de cancer de sein (Madjd et al., 2007).  

 

A l'heure actuelle, les traitements des cancers de sang  ont une efficacité limitée, c'est pourquoi les 

nouvelles stratégies s'orientent vers l'immunothérapie notamment en recherchant de nouvelles 

molécules pharmacologiques capables d'amplifier les réponses immunes anti tumorales. 

Cibler l'expression des NKG2DL (NKG2D Ligands) parait promotteuse pour mieux activer le 

systéme immunitaire et induire une élimination précoce des cellules cancéreuses. 

Identifier des molécules qui peuvent surexprimer  les ligands MICA/B et ULBP1 represente une 

approche thérapeutique intéressente. 

Dans ce contexte, nous avons pu realisé notre objectif principale puisque nous avons bien conclure 

que le DCA favorise l'expression des ligands MICA, MICB et ULBP1 et favorise la cytotoxycité 

des NK envers les cellules cancéreuses leucémiques. Nous avons vérifié cette hypothèse dans 

diverses lignées cellulaires, ainsi que dans des cellules issues de patients. Cependent cet effet n'est 

assuré que sur les lignées ayant une expression normale de p53.Dans ce sens, on a pu conclure que 

la perte ou la mutation des proteines p53 altére l'effet de DCA et donc on a pas les mémes resultats 

souhaités (Hu et al., 2010; Sablina et al., 2005). 

Bien que MICA/ et ULBP1 sont exprimés sur les cellules tumorales et leur formes membranaires 

participent à l’activation des cellules NK et à la costimulation des LT (Cerwenka et Lanier, 2003), 

leur forme solubles clivées par des MMP (ADAM-10, MMP14) est impliquée dans l’échappement 

tumoral (Chitadze et al., 2013). En effet, l’interaction entre MICA soluble et le récepteur NKG2D, 

qui est exprimé sur les cellules NK et les LT activés, entraîne l’internalisation du récepteur et sa 

dégradation. La littérature décrit que MICA possède différents niveaux de régulation : au niveau de 

sa transcription, de son transport à la membrane ou de son clivage en membrane et par l’implication 

d’un miRNA (Elsner et al., 2010; Fuertes et al., 2008; Yadav et al., 2009; Yang et al., 2014). 

Lotefa Teiti  et son équipe ont pu confirmer que RhoA ne régule pas l’expression de MICA et que 

les GTPases Ras, Rac1, RhoB et RhoC sont toutes des protéines régulatrices positives de 

l’expression membranaire de MICA.D'autre part  ils ont confirmé que la voie de signalisation des 

MAPK (BRAF/MEK/ERK) régulent positivement le MICA. 

D'autre équipes ont montré que l'expression des NKG2DL peuvent étre moduler par divers autres 

voies de signalisations impliquant les proteines p38, NF-κB, IL-1β et mTOR (Acosta et al., 2008; 

Salama et al., 2014 ; Lasry et al., 2015). 



DISCUSSIONS GENERALES 

141 

Plus récemennt Adi  a confirmé que la voie ERK parait responsable de la surexpression des 

lignands MICA/B et ULBP (Stern-Ginossar et al., 2009 ;Wortzel et al., 2011; Adi  et al., 2016).Il 

a noté que l'activation de  ERK par les proteines  Grb2–SOS–Ras favorise  la prolifération 

hiarchique des cellules tumorales ce qui intervient propablement dans la dimunition des ligands de 

stress facilitant l'échappement des cellules cancéreuses (Pierre et al., 2011).  

D'autre part ,le stress oxydatif  induit lors de processus de tumoregenése  pourrait intervenir dans la 

régulation de l'expression des NKG2DL (Yamamoto et al., 2001; Peraldi et al., 2009; Leticia  et 

al., 2014).Il a été demontré que le stress oxydatif induit l'expression des MICA/B et ULBP1 en cas 

de cancer de colon (Yamamoto et al., 2001) suite à l'activation de ERK5. Les conditions 

hypoxiques peuvent aussi intervenir dans la dimunition de l'expression de MICA en cas 

osteosarcome suite à l'activation de l'hypoxia-inducible factor 1α (HIF-1α) (Yamada et al., 2012) 

Dans un autre contexe, certains génes suppresseurs de tumeurs tel que le p53 peuvent aussi 

intervenir dans la régulation de l'activité des recepteurs NKG2D (Leticia et al.2, 014).Plusieurs 

equipes s'intéressent à l'identification de role de p53 dans la regulation des réponses cellulaires 

iduites par NKG2D. Notre équipe a pu confirmé que DCA stimule l'expression de p53 chez 

differents types cellulaires (Allende-vega et al., 2015) ainsi que les équipes de Textor et LI ont 

confirmé que la surexpression de p53  (wild-type p53) dans certains lignées cancéreuses est 

fortement lié à l'augmentation de l'expression de ULBP1 et ULBP2 ( Textor et al., 2011; Li et al., 

2011). 

D'autre part Heinemann a confirmé que la molécule Nutlin-3a peut inhiber l'expression de ULBP1 

par la stimulation de miR-34.Cette régulation est p53 dependente (Heinemann et al., 2012).    

A cause de la variété des voies de signalisations activées, il nous  parait difficile de déterminer 

exactement laquel est responsable de la modification de l'expression protéiques de MICA, MICB et 

ULBP1 qui pourrait être p53 dépendent comme nous avons cité précédemment. 
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Les transporteurs ABC ouvrent un champ d’investigation important dans le domaine de la 

pharmacocinétique des anticancéreux et dans la compréhension des mécanismes de 

chimiorésistance en cancérologie.  

Leur rôle initial de détoxification de l’organisme a été détourné par les cellules tumorales pour se 

protéger contre les traitements chimiothérapeutiques d'où l'apparition des cellules chimio-

résistantes qui représentent un des principaux cause d'échecs des traitements anticancéreux. 

L’étude des protéines ABC qui sont impliquées dans ce phénomène représente alors un enjeu 

médical majeur et les résultats attendus devraient alors permettre une meilleure prise en charge 

thérapeutique des cancers chimiorésistants dont l’origine est corrélée à une surexpression des 

transporteurs ABC.  

 Le travail réalisé dans cette partie de thèse englobe deux approches complémentaires: 

* Evaluer l'effet de DCA sur l'expression des transporteurs ABC 

* Déterminer par quelle(s) voie(s) de signalisation le DCA agit sur l'expression des transporteurs 

ABC. 

La première partie de ce travail de thèse se focalise sur l’approfondissement des études réalisées sur 

une nouvelle stratégie possible dans la lutte contre la chimiorésistance des cancers. Jusqu’à présent, 

les recherches menées sur la réversion du phénotype MDR se sont concentrées sur la recherche 

d’inhibiteurs de la fonction de transport de ces protéines. Les différentes études biologiques menées 

ont permis d’identifier que les quatre transporteurs étudiés (ABCB1, ABCC1, ABCC5, ABCG2) 

diminuent leurs expression en présence de DCA . Cette étude nous a permis d’observer que l'effet 

stimulant de DCA sur la chimiothérapie pourrait être du à son action limitant contre l'expression des 

ABC. Pour comprendre mieux le mode d'action de DCA sur les ABC on a essayeé de vérifier 

l'implication de la voie de signalisation ERK5/NRF2 dans la diminution de l'expression des 

transporteurs. Nos résultats suggèrent que cette voie de signalisation pourrait être une cible 

thérapeutique pour limiter l'expression des ABC.  

Ce travail devra alors être suivi par des tests sur des animaux plus poussés, afin de déterminer 

l'efficacité , la pharmacodynamique et cinétique, et aussi la possibilité de cibler des types cellulaires 

tumorales spécifiques, puisqu’il apparaît que l'effet de DCA est  dépendant du type cellulaire. Cette 

nouvelle approche pourrait représenter une stratégie alternative moins contraignante pour le patient 

d’un point de vue des effets secondaires, et avec un meilleur ciblage des tumeurs chimiorésistantes. 

L’utilisation de dichloroacétate associé, soit avec la chimiothérapie, utilisée avec le daunorobucine, 

un médicament anticancéreux utilisé dans le traitement des leucémies aiguës myéloblastiques et des 
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leucémies aiguës lymphoblastique, soit en immunothérapie utilisé en combinaison avec les cellules 

NK, représente une approche thérapeutique encourageante pour combattre le cancer. 

Pour la deuxième partie de ma thèse, portant sur les mécanismes d'immunosurveillance et 

d'immunoévasion, nous nous somme intéressés aux cellules NK. Nous avons émis l'hypothèse d'un 

rôle crucial des récepteurs activateurs des NK (NKG2D) dans l'établissement des mécanismes 

immunoévasifs des cellules tumorales. D'après les données de la littérature, nous avons choisi 

d'évaluer le rôle potentiel des ligands MICA/B et ULBP1 qui jouent un rôle important dans 

l’activation et la costimulation des cellules NK principalement par leur capacité de lier et d’activer 

le récepteur activateur NKG2D. 

Le signal induit par l’interaction NKG2DL/NKG2D et sa dysfonction sont impliqués dans de 

nombreuses pathologies auto-immunes, dans le contrôle et l’échappement tumoral et le contrôle des 

réponses antivirales. 

L'analyse de l'expression de ces ligands nous a permis de révéler que le DCA stimule  l'expression 

de ces ligands. En effet, l'interaction des récepteurs NKG2D avec ces ligands renforce l’activation 

des NK. Par conséquent, les cellules présentant une forte expression des ligands de stress pourraient 

augmenter l'activité cytotoxique des NK. 

Cibler ce mécanisme pourrait induire alors une neutralisation très importante des cellules 

cancéreuses et faire face aux mécanismes de l'évasion et d'échappement tumoral. 
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Le cancer du sang représente un problème de santé public depuis plusieurs années, ce qui 

nécessite la découverte de nouvelles stratégies pour "soigner" les cancers et / ou améliorer la 

qualité de vie des patients atteins des cancers hématologiques.  

Notre but principal était d'évaluer l'effet de DCA en combinaison soit avec l'immunothérapie à 

base des NK ou avec la chimiothérapie pour une élimination meilleure des cellules tumorales. 

On a constaté que ces combinaisons sont avérées plus efficaces sur certains types cellulaires 

(wtp53) et non pas sur d'autre (nullp53, mutantp53) ce qui facilite le tri des patients qui pourraient 

bénéficier d'un tell traitement.  

Nous essayerons de passer aux essais cliniques sur un model animal pour vérifier l'efficacité de 

DCA sur la réduction de l'expression des transporteurs ABC et donc sur la "correction" de la 

chimiorésistance. Il est indispensable de vérifier si l'efflux des agents anticancéreux par les 

transporteurs est vraiment dépendent de DCA in vivo. 

Et d'autre part il est intéressant d'utiliser des molécules qui sert à bloquer la liaison des ligands de 

stress (ULBP1, MICA et MICB) avec leur récepteurs NKG2D pour vérifier si l'augmentation de la 

cytotoxicité des NK faces aux cellules tumorales est le résultat de l'interaction des 

NKGD2L/NKG2D. Il est indispensable de vérifier si la voie de signalisation activée par DCA 

pour stimuler les NK passe vraiment par NKG2D. 

Bien que plusieurs questions n’ont pas été résolues dans ce travail. Nous souhaitons continuer à 

évaluer la stratégie visant à éradiquer les cellules tumorales en induisant une activation continue et 

suffisante des cellules NK. Il reste, cependant, un aspect important dont il faut tenir compte car le 

nombre des cellules NK activées dans notre organisme n'est pas suffisant pour induire une 

élimination complète des cellules tumorale ce qui représente un problème majeur en clinique.  
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