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I. Oncogenèse 

Des cancers étaient déjà décrits dans des écrits égyptiens vers –35000 avant JC. Hippocrate, 

médecin grec (460-377 av JC) a observé certaines lésions sur le corps humain qu’il a 

dénommé « karkinos » qui signifie crabe, en référence à ses observations d’une tumeur de 

sein avec une partie centrale arrondie prolongée en rayons simulant les pattes de l’animal. Au 

Ier siècle après JC Celsus, médecin romain, traduit en latin « karkinos » en cancer.  

Le mot cancer est un terme général désignant des néoplasmes malins caractérisés par une 

prolifération anarchique de certaines cellules de l’organisme qui s’échappent aux mécanismes 

de différentiation, de régulation de leur multiplication et à l’absence de mort cellulaire et 

acquièrent une instabilité génétique leur permettant de se diviser indéfiniment (Figure 1). Les 

nouvelles cellules résultantes peuvent former des tumeurs malignes qui se distinguent des 

tumeurs bénignes. 

  

Figure 1: Capacités acquises du cancer.  

Hanahan D et Weinberg RA. suggèrent que la plupart, si ce n’est pas tous, les cancers acquièrent les mêmes 

capacités fonctionnelles durant leur développement, bien que les stratégies mécanistiques sont variées. 
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La tumeur bénigne est une masse tumorale résultant d’un excès de cellules dont l’évolution ne 

donne jamais de métastase, c’est une tumeur bien limitée par rapport au tissu sain.  

La tumeur maligne correspond à une masse tumorale résultant d’une prolifération cellulaire 

autonome pouvant donner lieu à des métastases, elles sont mal limitées, non encapsulées, 

détruisent ou envahissent l'organe d'origine et parfois les organes de voisinage. Les 

principales tumeurs malignes sont les carcinomes (se développant à partir des cellules 

épithéliales), les sarcomes (tumeurs solides qui affectent les cellules des tissus conjonctifs), 

les leucémies (tumeurs malignes qui se développent à partir des cellules du système sanguin) 

et les lymphomes (se développant à partir des cellules du système ganglionnaire). Le cancer 

est susceptible de se développer dans tous les organes, les plus touchés sont le sein, la 

prostate, les poumons, l’appareil digestif, les voies aérodigestives supérieures, la peau et le 

cerveau.  

Le cancer est la deuxième cause de décès derrière les maladies cardiovasculaires dans les pays 

développés. La mortalité est variable selon la localisation de la tumeur.  

L'apparition d'un cancer s'effectue selon un processus en plusieurs étapes au cours desquelles 

l'accumulation d'anomalies sur différents gènes confère un avantage sélectif au clone malin. 

Celle-ci devient de plus en plus agressive pour son environnement et échappe 

progressivement aux contraintes fixées par l’homéostasie.  

La prolifération des cellules cancéreuses conduit à la destruction du tissu originel, ainsi que 

des tissus environnants. Les différentes mutations au niveau de l’ADN des cellules 

cancéreuses sont souvent initiées par des carcinogènes environnementaux, certaines 

substances chimiques mutagènes, agents infectieux (dont les principaux sont dues à certains 

virus: VHB, VHC,VPH et à la bactérie Helicobacter Pylori) via l'expression d'oncogènes 

capables de déréguler les mécanismes régissant la croissance et la prolifération cellulaire et 
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amenant à la transformation de la cellule, facteurs liés au modes de vie (Alimentation, activité 

physique, consommation d’alcool, hérédité.  

D’une manière générale, l’oncogenèse associe des remaniements génétiques permettant la 

perte de la fonction d’un gène suppresseur de tumeur, l’activation d’un oncogène et 

l’apparition des clones malins et à leur prolifération anarchique. Ces gènes se distinguent par 

leur mécanisme d’action et sont capables de provoquer ou d’accélérer le processus cancéreux 

lorsqu’ils sont altérés: 

* Les gènes de réparation de l’ADN 

Le génome humain subit constemment des lésions qui sont réparées ou non. Les cellules 

possedent tout un arsenal de gènes pour corriger des erreurs survenant lors de la réplication de 

l’ADN au cours de la division cellulaire ou d’éliminer les adduits à l’ADN induit  par  les 

cancérigènes chimiques par exemple. En effet, les systèmes de réparation sont parfois  

défectuex ou « débordés »., la cellule conserve alors certaines altérations qui touchent parfois 

les systèmes de régulation de la prolifération. 

* Gain d’un oncogène 

Les proto-oncogènes sont a posteriori des gènes normaux codant pour des protéines 

impliquées à différents niveaux dans la prolifération cellulaire. Certaines formes mutées de 

ces gènes, les oncogènes, codent pour des protéines capables d'induire et/ou maintenir une 

prolifération cellulaire excessive. Le premier oncogène a été identifié à partir du rétrovirus du 

sarcome de Rous. De multiples études réalisées sur différents mutants de ce virus capables de 

se répliquer mais pas de transformer la cellule hôte ont permis d'identifier la protéine 

oncogénique Src, impliquée dans la transformation de la cellule hôte. Il a été démontré que les 

oncogènes rétroviraux étaient issus de formes modifiées de gènes existant dans des cellules 

initialement saines et appelés proto-oncogènes. Leur intégration dans le génome rétroviral 

s'est réalisée au cours de l'évolution. Ces proto-oncogènes codent des protéines impliquées 



 9 

dans la régulation des voies contrôlant la prolifération cellulaire, la différenciation cellulaire 

ou l'apoptose. L'expression des oncogènes correspondants induit une dérégulation de ces 

voies, induisant une stimulation de la prolifération cellulaire ou la survie de cellules 

présentant des anomalies génétiques. 

 

 

* Perte de gènes suppresseurs de tumeur: 

A contrario, les gènes suppresseurs de tumeur codent pour des protéines inhibitrices de la 

prolifération cellulaire. Des mutations peuvent les rendre inactifs, privant ainsi les cellules des 

"freins" de prolifération. La perte de l'activité de protéine suppresseur de tumeur peut être 

considérée comme cause de cancer. Il peut s'agir de mutations ponctuelles, de délétions, 

d'insertions, d'anomalies de méthylation des promoteurs inhibant la transcription. Ces gènes 

agissent de façon récessive, leur inactivation nécessitant l’altération des deux allèles (perte de 

fonction). Le premier gène suppresseur de tumeur a été identifié chez l'humain suite à l'étude 

du rétinoblastome. Les individus présentant un rétinoblastome étaient caractérisés par des 

délétions d'une même région chromosomique. L'analyse détaillée de ce locus a permis de 

mettre en évidence le gène rb codant la protéine dont l'absence est responsable du 

rétinoblastome, Rb (Goodrich and Lee 1990). Rb est inactivé dans différentes tumeurs 

humaines; il est alors qualifié de gène suppresseur de tumeur.  

Selon les fonctions des gènes suppresseurs de tumeurs on peut distinguer deux types. La 

première est celle de gardien de l’intégrité du matériel génétique ou caretakers. La pénétrance 

de ces gènes est assez faible, car elle doit être suivie de trois autres événements pour aboutir à 

un cancer: mutation de l’autre allèle, complétant le déficit du système de réparation (ou 

encore absence de cet allèle), puis mutation du gène d’arrêt ou gatekeeper: p53, pten, pRb, 
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APC, NF1, qui empêchent la progression dans le cycle cellulaire s’ils n’ont pas l’information 

correcte des gènes caretakers.  
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II. Le cas du gène p53: 

 II.1. Historique:  

La protéine P53 a été découverte pour la première fois en 1979 en tant qu'antigène spécifique 

de certains sarcomes induits chimiquement dans les souris (DeLeo, Jay et al. 1979). Elle a été 

également trouvée dans les cellules cancéreuses ou transformées par certains virus (Lane and 

Crawford 1979; Linzer, Maltzman et al. 1979) et surtout complexée à l'antigène Large-T du 

SV40 (Harlow, Pim et al. 1981; Oren, Maltzman et al. 1981). P53 a aussi été trouvée dans les 

cellules transformées par des agents chimiques et dans les cellules tumorales (Crawford, Pim 

et al. 1981). Son expression est également augmentée dans le cas de stimulation de la 

prolifération. Dans un premier temps elle a été considérée comme un proto-oncogène. C’est 

en 1989 que p53 a été identifiée comme suppresseur de tumeur suite à l'observation de la 

perte de son activité dans de nombreuses tumeurs humaines (Nigro, Baker et al. 1989; 

Hollstein, Sidransky et al. 1991; Hollstein, Marion et al. 1994) et murines.  

La protéine P53 est présente dans toutes les cellules de l’organisme, elle est activée 

lorsqu’une cellule subi un stress oncogénique ou génotoxique, elle est susceptible d'induire 

des réponses antiprolifératives comme l'arrêt de sa croissance, son entrée en sénescence voire 

sa destruction, par activation de la transcription de ses gènes cibles. Elle est fortement 

impliquée dans la régulation du cycle cellulaire et l’induction de l’apoptose. 

 

II.2. P53 un Gatekeeper:  

Dans de nombreuses tumeurs humaines et murines, p53 est muté ou délété, ce qui altère sa 

fonction. Les premières mutations de p53 chez les humains ont été mises en évidence en 1989 

dans des cellules de cancers colorectaux et bronchiques (Baker, Fearon et al. 1989; Bodmer, 

Cottrell et al. 1989; Nigro, Baker et al. 1989). Les souris n’exprimant pas p53 bien qu’elles 
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étaient viables étaient prédisposées aux multiples cancers incluant sarcomes et lymphomes 

(Donehower, Harvey et al. 1992). Les mutations constitutionnelles de p53 sont à l'origine du 

syndrome familial rare de Li-Fraumeni (Srivastava, Zou et al. 1990), représentant une 

prédisposition génétique pour un large spectre de cancers principalement des sarcomes, 

cancer du sein, leucémie et lymphome parmi les membres d'une même famille (Malkin, Li et 

al. 1990).  

La fonction de P53 est d’assurer et maintenir l’ordre dans les cellules, elle est exprimée dans 

toutes les cellules normales et maintenue inactive, son niveau d’expression reste faible par son 

association avec l’oncoprotéine MDM2 qui provoque son transport du noyau vers le 

cytoplasme et sa dégradation par la voie dépendante de l’ubiquitine (Momand, Zambetti et al. 

1992).  

La forme native de P53 est stabilisée et activée lorsque les cellules subissent un stress 

métabolique ou génétique telles que l’hypoxie, l’activation des oncogènes. L’activation de 

P53 dépend du type cellulaire et du type de stress et conduit à l’inhibition du cycle cellulaire, 

la réparation de l’ADN, inhibition de l’angiogenèse et des métastases, différentiation, 

sénescence, induction de l’apoptose et peut être d’autres réponses cellulaires encore 

inconnues à l’heure actuelle (May and May 1999; Vousden 2002). L’arrêt du cycle cellulaire 

et l’induction d’apoptose sont les deux mécanismes les plus étudiés. L’une des premières 

fonctions moléculaire de p53 est sa capacité à lier l’ADN par son domaine central, elle agit 

ainsi comme un facteur de transcription et régule directement ou indirectement l’expression 

de nombreux gènes in vitro et in vivo.  

Une fois liée au polypeptide GAL4, P53 agit comme un activateur de transcription (Fields and 

Jang 1990). Cette découverte innovatrice est à la base de l’identification de la fonction 

majeure de P53 dans la régulation transcriptionnelle de nombreux gènes cibles. Un certains 

nombre de cibles de P53 participant à différents processus cellulaire ont été identifiées, leur 
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action détermine le destin des cellules, arrêt du cycle cellulaire ou apoptose. Des études 

récentes montrent que P53 induit l’apoptose directement au niveau de la mitochondrie. 

 

II.3. Structure de la protéine P53 

Le gène p53 est situé sur le bras court du chromosome 17 en position p13.1. Il est composé de 

11 exons le premier étant non codant. Son produit est une phosphoprotéine oligomérique 

nucléaire de 393 acides aminés (Somasundaram 2000) et un poids moléculaire de 53 kDa. 

L’expression de P53 est constitutive et ubiquitaire et sa régulation fonctionnelle est 

essentiellement post-traductionnelle. Son organisation en domaines fonctionnels est 

caractéristique de celle d’un facteur de transcription (Figure 2).  

 

 

Figure 2: Représentation schématique des trois domaines structuraux de la protéine P53. 

 La protéine p53 comporte 393 acides aminés. La partie N-terminale constituée des 100 premiers acides aminés 

fortement acide. Cette zone renferme le domaine de transactivation ainsi que le site de fixation à MDM2. La 

partie centrale constituée des résidus 102 à 292 et formant un domaine structural capable de lier spécifiquement 

une séquence d’ADN. La partie C-terminale, chargée positivement et constituée par les acides amines 300 à 393. 

Ce domaine renferme le domaine de tétramérisation de la protéine (résidus 324 à 355), les signaux de 

localisation nucléaires de  P53 et un domaine de régulation négative de l’activité de fixation spécifique à l’ADN 

(résidus 368 à 393). Les résidus 316 à 324, 370 à 376 et 380 à 386 correspondent à une séquence de localisation 

nucléaire (NLS). Les résidus 11 à 24 et 340 à 351 correspondent à des séquences d’exportation nucléaire (NES). 

La protéine p53 possède 5 régions très conservées (I, II, III, IV, V). 
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La région N-terminale comprenant le domaine de transactivation nécessaire pour la fonction 

d’activation transcriptionnelle de gènes cibles, responsable de l’interaction de P53 avec 

différents facteurs impliqués dans la transcription (TBP, TAF1 et TFIID) (Lu and Levine 

1995) ainsi qu’une région riche en résidus proline qui est nécessaire à l’arrêt du cycle 

cellulaire et à l’induction de l’apoptose par P53 (Venot, Maratrat et al. 1998).  

La région centrale requise pour la fixation spécifique de P53 à l’ADN. La fixation spécifique 

de P53 à l’ADN est nécessaire à sa fonction onco-suppressive. Elle inclut les 4 régions 

conservées (Soussi, Caron de Fromentel et al. 1990; May and May 1999).  

La région C-terminal comprend le domaine de tétramèrisation qui facilite la fixation 

spécifique de P53 ainsi qu’un domaine basique qui participe à la régulation négative de P53. 

Elle est donc impliquée dans l’apoptose, la régulation de la transcription ainsi que la 

reconnaissance des dommages causés à l’ADN (Wang and Prives 1995; Wang, Vermeulen et 

al. 1996). La présence de trois séquences de localisation nucléaire (NLS: Nuclear Localisation 

Signal) au niveau de la région C-terminal et des séquences d’exportation vers le cytoplasme 

(NES, Nuclear Export Signal), permettent la régulation de localisation subcellulaire de P53 

(Dang and Lee 1989). 

II.4. Régulation de P53 

Dans les cellules stressées, P53 est surexprimée et peut conduire à l’arrêt du cycle cellulaire 

ou à l’induction de l’apoptose, selon le type cellulaire, les signaux extracellulaires et ou le 

niveau d’expression de P53. P53 est hautement régulée au niveau post-traductionnel par des 

modifications covalentes. Les modifications post-traductionnelles de P53 incluent 

phosphorylation, acétylation, ubiquitination, glycosylation et sumoylation (Figure 3). 
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Figure 3: Modifications post-traductionnelles au niveau des différents domaines de P53. 

Représentation schématique de la protéine p53 et les résidus spécifiques qui sont sujets aux modifications post-

traductionnelles. P: phosphorylation, Ac: acétylation, S: sumoylation, M: méthylation, Ub: ubiquitination, N: 

neddylation. La localisation des sites de modifications post-traductionnelles est indiquée. Les chiffres se 

rapportent aux résidus acides aminés. S: sérine et K: lysine 

 

II.4.1. Phosphorylation de P53 

La phosphorylation de P53 peut être assurée par de nombreuses kinases (ATM, ATR, CDK1, 

CHK1+, CHK2+, DNA-PK, P38, etc.) (Bischoff, Friedman et al. 1990; Hall, Campbell et al. 

1996; Woo, McLure et al. 1998) (Figure 3). Cette modification a pour effet d’accroître 

l’efficacité de P53 en tant que facteur de transcription en augmentant son affinité pour les 

gènes codant pour les protéines telles que Bax ou P21 qui contrôlent respectivement 
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l’apoptose et le cycle cellulaire, et stabilisent la protéine P53 on empêchant son ubiquitination 

par MDM2.  

II.4.2. Acétylation de P53:  

Les dommages de l’ADN induisent la phosphorylation de P53 sur N-terminal favorisant son 

association avec les protéines de type histone acétyltransférase p300/CBP (Creb Binding 

Protein), ce qui va augmenter son acétylation et son activité (Lambert, Kashanchi et al. 1998; 

Sakaguchi, Herrera et al. 1998; Barlev, Liu et al. 2001). L’acétylation permet d’augmenter 

l’affinité de P53 à l’ADN. D’autres modifications peuvent réguler l’activité de P53 incluant la 

méthylation par les méthyltransférases comme Set9 (Chuikov, Kurash et al. 2004). Set9 

méthyle P53 au niveau du résidu Lysine 372, stabilise et active P53 et la confine au niveau du 

noyau ce qui entraîne une induction d’apoptose.  

 

II.4.3. Ubiquitination de P53 

P53 peut être ubiquitinée, ce qui entraîne sa translocation du noyau vers le cytoplasme et sa 

dégradation par la voie du protéasome. 

 

II.4.4. Les autres modifications de P53 

P53 peut également être sumoylée, ribosylée, neddylée et O-glycosylée. 

 

II.4.5. Interaction de P53 –MDM2 

MDM2, joue un rôle central dans la régulation de P53. Il a été montré que MDM2 se lie de 

façon spécifique à l’extrémité N-terminal (résidus 17 à 27) de P53, partie qui contient 

différents sites de phosphorylation, cette interaction bloque le domaine de transactivation de 
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la P53, inhibe son activité transcriptionnelle et induit sa dégradation (Chen, Marechal et al. 

1993; Oliner, Pietenpol et al. 1993). MDM2 est une E3 ligase nécessaire à l’ubiquitination de 

ses substrats. MDM2 se lie à la protéine P53 dans le noyau et la déplace au niveau du 

cytoplasme ou elle sera dégradée par le protéasome (Gottifredi and Prives 2001) (Figure 4 ). 

Le promoteur du gène MDM2 contient un domaine de liaison à la protéine P53 et elle est 

transcrite de manière P53 dépendante (Barak, Juven et al. 1993; Perry, Piette et al. 1993). 

Cependant, un niveau d’expression élevé de MDM2 due à une forte activité de P53 génère 

une boucle d’auto-régulation =turnover rapide afin de retrouver un niveau d’expression 

normal de P53 dans les cellules (Haupt, Maya et al. 1997; Kubbutat, Jones et al. 1997).  

 

 

 

Figure 4: Régulation de P53 par MDM2. MDM2 régule P53 par trois voies différentes. 

MDM2 se lie au domaine de transactivation de P53 et inhibe son activité transcriptionnelle (1), augmente la 

dégradation de P53 (2) et favorise l’export de P53 vers le noyau (3). En présence de MDM2, P53 est inactive et 

ne peut plus stimuler l’expression des gènes impliqués dans l’apoptose, l’arrêt du cycle cellulaire et la réparation 

de l’ADN. Dans les tumeurs qui surexprime MDM2, P53 est constitutivement inhibée et la croissance tumorale 

est favorisée. L’inactivation de MDM2 dans ces tumeurs active P53 et induit l’apoptose. 
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II.5. Localisation cellulaire 

L’import-export de P53 est un processus actif. La localisation nucléaire de P53 est nécessaire 

à sa fonction régulatrice de transcription. P53 contient 3 séquences de localisation nucléaire 

(NLS), qui la transportent vers le noyau après activation. L’export nucléaire de P53 est du à 

deux séquences d’export nucléaire (NES) (O'Brate and Giannakakou 2003). Le transport 

nucléaire de P53 nécessite la fonction ubiquitine ligase de MDM2 (Boyd, Tsai et al. 2000; 

Geyer, Yu et al. 2000). L’export nucléaire de P53 est nécessaire à sa dégradation (Freedman 

and Levine 1998). D’autres protéines régulent directement ou indirectement l’import-export 

nucléaire de P53 telles que PI3K, P14ARF, actine, mot2, vimentine et importine� (O'Brate 

and Giannakakou 2003). 

 

II.6. Les fonctions de P53 

La protéine P53 est localisée au niveau du cytoplasme dans les conditions normales, elle se 

déplace du cytoplasme vers le noyau lors de la transition G1/S et y reste jusqu’à la phase G2. 

Le cycle cellulaire est régulé par plusieurs protéines tels que des kinases cycline-dépendantes 

des cyclines (CDKs) et des inhibiteurs des CDK. La succession normale des différentes 

phases du cycle cellulaire est contrôlée par les checkpoints qui bloquent la progression du 

cycle cellulaire dans le cas où les cellules subissent des dommages au niveau de l’ADN. P53 

active les points de contrôle au niveau des phases G1/S et G2/M suite à un stress 

physiologique.  
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II.6.1. Arrêt du cycle cellulaire 

  

   II.6.1.1. Arrêt du cycle cellulaire en phase G1  

P21, est un gène qui induit l’inhibition du cycle cellulaire par P53 au niveau de G1 et G2, en 

inhibant respectivement les complexes cycline E/CDK2 et la cycline B/CDK1 (Kastan, 

Onyekwere et al. 1991; Agarwal, Agarwal et al. 1995; Bunz, Dutriaux et al. 1998). CDK1 

(appelée aussi cdc2) est nécessaire à l’entrée des cellules en mitose (Azzam, de Toledo et al. 

1997), elle est inhibée par P21. P21 est aussi impliquée dans la voie de signalisation du 

suppresseur de tumeur RB. La protéine RB est inactivée par hyperphosphorylation par cycline 

/CDKs durant la succession des différentes étapes du cycle cellulaire. L’induction de p21 

entraine l’inhibition de la cycline E/CDK2 causant l’hypophoshorylation de RB, ce dernier se 

lie à l’E2F et inhibe la transcription des gènes du cycle cellulaire contrôlé par E2F (Stewart, 

Soria et al. 2001). 

  

II.6.1.2. Arrêt du cycle cellulaire en phase G2 

P53 et ses gènes cibles ne sont pas impliqués uniquement dans l’arrêt du cycle en phase G1 

mais semblent impliqués dans tous les points de contrôle du cycle cellulaire. 

Plusieurs travaux récents montrent que l’arrêt du cycle cellulaire en phase G2 après survenue 

des lésions génotoxiques est véritablement dépendant de P53. Le facteur clé pour cette 

transition G2/M est le complexe CDK1-cycline B1. Ce complexe cytoplasmique ne rentre 

dans le noyau qu’au moment de la mitose. Le gène 14-3-3�, transactivé par P53, est capable 

de séquestrer ce complexe CDK1-cycline B1 dans le cytoplasme pour provoquer un arrêt de 

la division cellulaire en phase G2. Des cellules dans lesquelles les deux copies du gène 14-3-

3� ont été inactivées ne sont plus capables d’induire cet arrêt de la division cellulaire. 



 20 

L’irradiation de ces cellules induit une mitose anormale qui conduit à leur mort par des 

mécanismes qui ne sont pas apoptotiques.  

Un second gène transactivé par P53, GADD45A, est également important pour le contrôle de 

la transition G2/M. L’inactivation de ce gène chez des souris conduit à un phénotype très 

proche de celui des souris p53-/-. Les cellules de ces souris GADD45A–/– présentent une forte 

aneuploïdie et de nombreuses anomalies chromosomiques et ne sont plus capables de s’arrêter 

en phase G2 en réponse à des stress induit par irradiation.  

II.6.2. Apoptose 

Le rôle de la protéine P53 n’est pas aussi clair dans l’apoptose que dans l’arrêt du cycle 

cellulaire. Cela est dû à l’hétérogénéité de cette fonction apoptotique. Il y aurait deux voies, 

l’une passant par l’activité de transactivation de la protéine et l’autre utilisant un mécanisme 

indépendant de la transcription. Pour la voie dépendante de la transcription, plusieurs gènes 

ont été identifiés. Il s’agit de Bax, IGF-BP3 et PIG3. Les mécanismes de l’apoptose 

indépendante de la transcription, induite par P53, ne sont pas connus. Ceux-ci impliqueraient 

des interactions protéine-protéine. La protéine 53BP2, qui interagit de façon compétitive avec 

P53 et Bcl2, est une bonne candidate. Il est également intéressant de noter que de faibles 

quantités de P53 sont capables de protéger les cellules de l’apoptose. 

 

II.6.2.1. Signalisation extracellulaire 

Les initiateurs de cette voie sont les récepteurs transmembranaires et leurs ligands respectifs. 

La formation de DISC incluant récepteur ligand, molécules adaptatrices et caspase 8 activent 

les caspases effectrices. Les récepteurs cellulaires Fas ou CD95 sont des clés de l’induction de 

ses voies de signalisation qui sont activées par la liaison du ligand, FasL. Fas est une cible de 

P53, elle est activée transcriptionnellement suite à des dommages induits au niveau de l’ADN 

(Muller, Wilder et al. 1998). Le domaine de mort qui contient le récepteurs DR5/KILLER de 
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la famille TRAIL est aussi une cible de P53 dans les cellules ayant subit des dommages au 

niveau de l’ADN induisant l’apoptose dans différents tissus (Wu, Burns et al. 1997; Burns, 

Bernhard et al. 2001). La troisième protéine transmembranaire induite par P53 en réponse à 

des dommages de l’ADN est la PERP qui induit l’apoptose probablement en collaboration 

avec E2F1 (Attardi, Reczek et al. 2000).  

 

II.6.2.2. Signalisation intracellulaire 

Cette voie est régulée par des protéines pro- et anti-apoptotiques. Les protéines de la famille 

Bcl2 sont impliquées dans la dépolarisation mitochondriale, le relarguage du cytochrome C 

vers le cytoplasme, la formation de l’apoptosome, et l’activation des caspases (Nicholson and 

Thornberry 2003). Les protéines de la famille Bcl-2 contiennent 3 sous classes: les protéines 

de survie avec une grande homologie au Bcl2, BclXL par exemple; les protéines pro-

apoptotique Bax et Bak présentant des similarités structurales avec Bcl-2 et « BH3 » protéine 

pro-apoptotique, PUMA. Le domaine BH3 est un domaine nécessaire à l’activité pro-

apoptotique, à l’hétérodimérisation et il est présent dans toutes les protéines (Kelekar and 

Thompson 1998; Cory and Adams 2002).  

Les différentes protéines des trois groupes sont ciblées par P53. Bax est l’un des premiers 

gènes identifiés de la famille de Bcl-2, il est activé par P53 en réponse aux stress cellulaires 

(Miyashita and Reed 1995). Après induction de Bax, P53 change de conformation, forme un 

homodimère et elle est transloquée au niveau de la membrane mitochondriale ou elle active le 

relargage du cytochrome C, ce qui entraîne l’activation de la caspase-9 (Adams and Cory 

1998). Chez les souris déficientes en Bax, la croissance tumorale est accélérée et une 

diminution de l’induction de l’apoptose induite par P53 est constatée (Yin, Knudson et al. 

1997). Bax peut aussi induire la suppression de tumeurs indépendamment de la voie P53 

(Degenhardt, Chen et al. 2002). 
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Puma est une protéine médiatrice de la mort cellulaire, elle est régulée positivement par P53 

en réponse à différents types de stress (Nakano and Vousden 2001; Jeffers, Parganas et al. 

2003; Yu, Wang et al. 2003). PUMA est nécessaire à l’induction de l’apoptose par Bax, il a 

été montré qu’elle active la translocation et l’oligomérisation de Bax, ce qui va induire 

l’apoptose cependant les cellules déficiente en Bax sont résistante à l’apoptose induite par 

PUMA. 

 

II.6.3. P53 et autophagie: 

La protéine P53 ne contrôle pas uniquement la division cellulaire, et l’apoptose. Elle peut 

aussi agir directement ou indirectement sur l’autophagie. Elle active le gène Dram+ (la 

protéine issue de ce gène est localisée au niveau de la membrane des lysosomes, elle est 

impliquée dans la fusion des lysosomes et les autophagosomes). Il a été montré que 

l’inhibition du gène dram par ARN interférence, inhibe l’autophagie. P53 inhibe la synthèse 

du récepteur de l’IGF1, ce qui tend à bloquer la voie de PI3/AKT et inhiber l’autophagie par 

inhibition de mTOR. 

 

II.6.4. P53 et métabolisme: 

La protéine P53 peut influencer le métabolisme énergétique des cellules. P53 ralentit la 

dégradation du glucose en stimulant l’activité du gène tigar+ qui bloque la glycolyse en 

inhibant une enzyme clé de cette voie métabolique (Green and Chipuk 2006). P53 stimule la 

respiration en activant le gène sco2+. En inhibant la glycolyse, la protéine P53 favorise la 

dégradation du glucose ce qui accroît la concentration intracellulaire de glutathion réduit, 

utilisé par les cellules pour éliminer les radicaux oxydants par la glutathion peroxydase. La 

protéine P53 pourrait contribuer à protéger l’ADN contre les agressions de ces radicaux. 
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II.6.5. P53 et métabolisme: 

La P53 pourrait avoir un effet sur la recombinaison, la reproduction (Hu, Feng et al. 2007), 

l’angiogenèse, la sénescence et la différentiation. Elle est capable de se lier aux protéines 

RAD51 et EAD 54 ce qui entraine l’inhibition de la recombinaison homologue. Il a été 

observé que les femmes ayant un codon proline en position 72 à la place de l’arginine ont des 

problèmes d’implantation dans des embryons. P53 peut aussi être impliquée dans la réparation 

de l’ADN, en intéragissant avec les protéines DNA-polymérase, RPA et XPD 

II.7. Le choix de la réponse de P53: l’arrêt du cycle cellulaire ou l’apoptose ? 

Plusieurs facteurs semblent intervenir dans ce choix: l’importance des lésions de 

l’ADN, le niveau d’expression de P53 induit, le type cellulaire ou l’altération d’autres 

oncogènes. Après exposition des cellules à un stress génotoxique le niveau d’expression de 

P53 augmente, et il est accompagné de son activation suite à des modifications post-

traductionnelles. Cette induction peut conduire soit à l’arrêt du cycle cellulaire en phase G1 

afin de donner le temps à l’ADN cellulaire d’être réparé avant de rentrer en phase S soit à 

l’apoptose dans le but d’éliminer les cellules contenant une altération génétique. 

 

II.8. Le gène P53 et le cancer: mutation et conséquences 

P53 est muté dans 50% des cancers sporadiques (Figure 5), dans la moitié des cas sa fonction 

est inhibée par des antagonistes oncogènes tels que MDM2 (Momand, Zambetti et al. 1992; 

Soussi and Beroud 2001). Les mutations de P53 sont identifiées sur tous les exons avec une 

prédominance dans le domaine de liaison à l’ADN. P53 est mutée dans un large spectre de 

cancers. 
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 Figure 5: Le pourcentage des mutations de p53 par type d’organe. 

 

Contrairement aux autres gènes suppresseurs de tumeurs qui sont inactivés par troncation ou 

délétion, plus de 80% des altérations de P53 sont dues à des mutations faux-sens qui 

stabilisent le niveau d’expression de p53 (Soussi and Lozano 2005).  

90% des mutations sont regroupées dans le domaine central (résidus 110 à 290) de P53 ciblant 

la séquence spécifique de liaison à l’ADN entrainant l’inhibition de son activité 

transcriptionnelle (Bullock and Fersht 2001). Environ 30% de mutations concernent les 6 

codons R175, R245, R248, R249, R273 et R282. Dans les hépatocarcinomes, plus de 80% des 

mutations sont regroupées au niveau du codon 249. On peut distinguer deux types de 

mutations de p53:  

- Les mutations du groupe I: exemple du codon R248, la plupart des mutations affectent le 

domaine de liaison à l’ADN mais la conformation reste intacte (Ory, Legros et al. 1994).  
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- Les mutations du groupe II: exemple du codon R175, la mutation touche les résidus de la 

protéine intéragissant avec l’ADN, la mutation est localisée en dehors du domaine de liaison à 

l’ADN, incluant les domaines de transactivation et d’oligomérisation (Soussi and Beroud 

2001). 

 

II.8.1. Quelles sont les conséquences cliniques de ces mutations ? 

Selon plusieurs études, ces mutations sont associées à un mauvais pronostic et à une mauvaise 

réponse au traitement. A titre d’exemple, les patients qui ont un cancer de colon avec une 

mutation de p53 au niveau du codon 175 ont une survie plus courte que celle des patients avec 

d’autres types de mutations. Les patientes ayant un cancer du sein avec des mutations au 

niveau du site de liaison à l’ADN ont également un pauvre pronostic plus défavorable que 

celui des patientes avec des mutations structurales.  

Le gène p53 ne contient qu'un seul polymorphisme qui se définit au niveau du codon 72. Dans 

la population normale, ce codon peut-être soit une arginine, soit une proline. Il existe alors 3 

types de génotypes dans la population: les personnes qui sont homozygotes avec un codon 

arginine ou un codon proline sur chacun des deux allèles et les personnes qui sont 

hétérozygotes avec un codon arginine sur un allèle et un codon proline sur le second allèle. Il 

a été montré que la P53 avec un résidu arginine au niveau du codon 72 est plus efficace que la 

protéine p53 avec un résidu proline au niveau du codon 72 au niveau de l’induction de 

l’apoptose et qu’elle est plus sensible à la dégradation par la protéine E6 de l’HPV ce qui 

favorise la croissance des tumeurs contaminées à l’HPV, exemple du cancer cervical.  

 

 

 

 



 26 

II.9. Stratégies thérapeutiques liées à P53. 

L’inactivation de P53 est indispensable à la croissance des tumeurs, cela fait de P53 une cible 

thérapeutique attractive dans la thérapie du cancer. In vivo, des études ont montré que la 

restauration de la fonctionnalité de P53 entraine à elle seule la régression tumorale dans divers 

modèles de xénogreffes confirmant l’intérêt du ciblage de P53 dans les cancers (Dolivet, 

Merlin et al. 2002; Martins, Brown-Swigart et al. 2006; Ndoye, Dolivet et al. 2006; Ventura, 

Kirsch et al. 2007). 

Plusieurs thérapies ont été développées incluant thérapie génique, réactivation des mutants 

p53 et inhibition de l’interaction P53-MDM2 (Figure 6).  

 

 II.9.1. Thérapie génique 

La thérapie génique est une technique appliquée à diverses maladies génétique, en particulier 

dans le traitement du cancer. Le gène p53 est muté chez 50% des cancers. Différentes 

stratégies ont été développées afin de délivrer efficacement p53 au tissu cible telles que le 

Adp53 et ONYX-015. Adp53 est un adénovirus contenant une copie intacte de c-DNA du 

gène p53 (Wiman 2007). Le traitement des patients avec un cancer des voies aérodigestives 

supérieures par Adp53 montre un effet clinique chez 50% des patients. Il est en phase III aux 

USA (Clayman, el-Naggar et al. 1998). Plusieurs gènes activateurs des tumeurs tels que les 

VEGF, MMP et MDR diminuent l’efficacité du transfert du gène p53 par Adp53 (Haupt and 

Haupt 2006). ONYX-015 est un adénovirus capable de se répliquer et de lyser les cellules 

tumorales n’exprimant pas P53 (Bischoff, Kirn et al. 1996). In vivo, il a été montré que 

l’administration systémique d’ONYX-015 permet un effet anti-tumoral, cet effet est 

potentialisé par la combinaison de la chimiothérapie (Heise, Sampson-Johannes et al. 1997). 
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II.9.2. Inhibition de MDM2 

Dans les tumeurs non porteuses de mutations, P53 est inhibée par d’autres mécanismes. L’un 

des mécanismes est la surexpression de MDM2 qui cible P53 de façon constitutive. L’une des 

approches utilisées pour stabiliser le niveau d’expression de P53 est de bloquer l’interaction 

MDM2-P53. Plusieurs petites molécules capables d’inhiber cette interaction ont été 

développées, comme la Nutlin-1. Cette molécule se lie au domaine N-terminal de P53 et 

inhibe l’interaction MDM2-P53. In vitro, une étude a montré son efficacité à restaurer 

l’activité de BAX et l’induction de l’apoptose au niveau des mitochondries des cellules AML 

(P53 inhibée par la surexpression de MDM2). Nutlin-1 agit de façon synergique avec 

l’antagoniste de Bcl2, ABT-737 induisant l’activation de l’apoptose P53 dépendante (Kojima, 

Konopleva et al. 2006). RITA® est aussi une molécule capable d’inhiber l’interaction MDM2-

P53 et restaurer l’induction de l’apoptose P53 dépendante (Issaeva, Bozko et al. 2004). In 

vivo, le traitement par RITA permet de restaturer l’inhibition de la croissance des tumeurs et 

les protéines cibles de P53 telles que GADD45 et PUMA sont induites suite au traitement par 

RITA®. 

 

II.9.3. Réactivation du mutant de p53 

Les mutations faux-sens affectent le site de fixation à l’ADN entrainant la perturbation 

(activation/inactivation) d’un certain nombre de gènes cibles de P53. Plusieurs petites 

molécules sont capables de restaurer la fonction des mutants p53. Ces molécules ont été 

identifiées par screening de nombreuses molécules chimiques de faible poids moléculaire, 

comme pour exemple, PRIMA-1. Le traitement des cellules tumorales présentant des 

mutations du gène p53 (exemple: R175H) par PRIMA-1 induit efficacement l’apoptose 

(Bykov, Issaeva et al. 2002). La conformation de P53 est modifiée par PRIMA-1 dans les 

cellules et permet de réactiver la transcription de certaines cibles telles que PUMA et P21. 
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L’administration systémique de PRIMA-1 entraine une inhibition de la croissance tumorale de 

xénogreffes sans toxicité détectée. In vitro, d’autres molécules ont montré leur efficacité telle 

que CB- 313198. Cette molécule réactive p53 en restaurant la liaison du mutant p53 à l’ADN, 

empêche la dégradation de P53 par MDM2 et augmente l’expression des transcrits entrainant 

l’induction de l’apoptose (Rippin, Bykov et al. 2002).  

 

Figure 6: Représentation schématique des stratégies d’activation et ou d’inhibition des voies 

de signalisation contrôlées par P53.  

P53 est normalement ciblée et liée par HDM2 (l’homologue de MDM2 chez l’humain) pour être ensuite 

dégradée. Les dommages de l’ADN induisent la phosphorylation de P53 entrainant sa dissociation de HDM2 et 

l’augmentation de sa stabilité. Nutlin et RITA peuvent dissocier P53-HDM2 induisant l’activation de P53 

directement sans passer par sa phosphorylation. CP31398 et PRIMA-1 peuvent induire le mutant P53 qui adopte 

une conformation de P53 sauvage entrainant sa stabilisation. La forme tétramérique de P53 induit la sur-

régulation des gènes impliqués dans l’arrêt du cycle cellulaire, l’apoptose et la dégradation de P53. P53 inhibe 

aussi l’expression de nombreux gènes bien que ceci n’implique pas sa tétramérisation ni sa liaison directe à 

l’ADN. PFT� inhibe la transcription médiée par P53 tandis que PFTµ inhibe l’apoptose induite par la 

translocation de P53 dans la mitochondrie. 
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III. Le cas du gène pten 

III.1. Découverte 

Pten (pour Phosphatase and tensin homology deleted on chromosome ten) un gène 

suppresseur de tumeur également appelé MMAC1 (Mutated in multiple advanced cancers) ou 

encore TEP1 (TGF�- regulated and epithelial cell-enriched phosphatase). Pten a été identifié 

en 1997 par trois groupes différents: Parson, Steck et Sun (Li and Sun 1997; Li, Yen et al. 

1997; Steck, Pershouse et al. 1997). Les trois équipes ont utilisé des stratégies différentes. 

L’équipe de Sun l’ont identifié comme une nouvelle phosphatase à double spécificité, sa 

transcription étant modulée par TGF�. Les équipes de Parson et Steck, l’ont identifié comme 

un gène fréquemment muté ou délété dans divers cancers. Sa fonction de gène suppresseur de 

tumeur a été confirmée par la suite dans divers modèles, in vivo (Di Cristofano, Pesce et al. 

1998; Stambolic, Suzuki et al. 1998; Podsypanina, Ellenson et al. 1999; Sun, Lesche et al. 

1999). En effet, des mutations ou des délétions de pten sont communes dans divers cancers 

humains. Pten est le gène le plus fréquemment muté dans les cancers après p53. En plus des 

mutations somatiques de pten, des mutations germinales responsable des divers syndromes 

ont été décrites. La protéine PTEN appartient au groupe des phosphatases à double spécificité 

capable de déphosphoryler des résidus phosphosérine et phosphothréonine ou 

phosphotyrosine, et possède une activité phosphoinositide 3-phosphatase (déphosphoryle le 

PIP3 en PIP2) (Maehama and Dixon 1998). Elle est donc impliquée dans la cascade de 

signalisation PI3K/AKT. La voie de PI3K/AKT est impliquée dans la survie, la prolifération 

et la croissance cellulaire, cette voie est perturbée dans presque tous les cancers humains ce 

qui explique pourquoi pten, le seul régulateur négatif défini de cette voie, est le suppresseur 

de tumeur dominant. Beaucoup de protéines tyrosine kinases sont des proto-oncogènes ce qui 

laisse entendre que les phosphatases agissent comme des suppresseurs de tumeur. 
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III.2. Structure 

Pten est situé sur le chromosome 10 en position 10q23, il est constitué de 9 exons et s’étend 

sur environ 12.104pb (Figure 7). Il code pour une protéine phosphatase de 403 acides aminés. 

 

  

 

Figure 7: Structure tridimentionnelle des différents domaines de la protéine PTEN. 

 

PTEN possède deux domaines, un domaine N terminal à activité phosphatase relié à un 

domaine C terminal par une boucle majeure, connectés par une boucle interne flexible.  

Le domaine catalytique N-terminal de 179 résidus (résidus 7-185) composé de six hélices � et 

cinq feuillets � contenant un motif HCXXGXXRS/T présent dans les domaines actifs des 

protéines tyrosine kinases et des protéines phosphatases à double spécificité mais elle ne 

présente pas d’autres similarités en dehors de ce motif. PTEN a des homologies de séquences 

avec la tensine du poulet et l’auxilline des bovins (Li, Yen et al. 1997; Steck, Pershouse et al. 

1997), deux protéines du cytosquelette. Elle possède une boucle (résidu 123-130) dont la 

cystéine 124 et l’arginine 130 sont essentielles pour l’activité catalytique, et l’histidine 123 et 

la glycine 127 sont importantes pour la conformation de la boucle (Barford, Flint et al. 1994; 
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Stuckey, Schubert et al. 1994; Hlobilkova, Knillova et al. 2003). Le site actif est un haut point 

de mutation avec environ 31% de mutations somatiques et constitutionnelles dans l’exon 5 

codant le site catalytique (Waite and Eng 2002). 

Le domaine C-terminal de 166 résidus (résidus 186-351) appelé C2 composé de deux feuillets 

� antiparallèles reliés par deux petites hélices � (Lee, Yang et al. 1999). Il existe dans la 

région terminale du domaine C2 un motif consensus, le PDZ-binding domain qui lie des 

protéines contenant le domaine PDZ. Ce motif est une région importante d’interactions entre 

protéines (Waite and Eng 2002). Elle contient aussi deux sites de liaison au domaine SH2 de 

la tyrosine kinase SHP-1, un site de liaison à SH2 de la protéine Crk et un site de liaison à 

ShC. Il a été montré que la phosphorylation de certains résidus comme les tyrosines 240, 315, 

336, la sérine 380, et les thréonine 382 et 383 du PDZ-binding domain affecte la stabilité et la 

fonction de la protéine PTEN (Waite and Eng 2002; Hlobilkova, Knillova et al. 2003). La 

protéine est phosphorylée de façon constitutive in vivo par une protéine caséine kinase (CK2) 

sur les résidus sérine 370, 380 et 385 et sur le résidu thréonine 383 (Waite and Eng 2002; 

Hlobilkova, Knillova et al. 2003) 

 

III.3. Les mutations de pten 

Dans la majorité des cancers humains, ces altérations génétiques sont somatiques. Les 

altérations observées consistent essentiellement en mutations non-sens, en mutations faux- 

sens et en mutations responsables d’une altération du cadre de lecture; comme des délétions, 

des insertions ou des mutations du site d’épissage, (Marsh, Coulon et al. 1998). Il peut aussi 

exister des réarrangements chromosomiques, des amplifications géniques et des pertes de 

chromosomes entiers.  
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III.3.1. Mutation somatique de pten dans diverses tumeurs humaines 

Les gènes impliqués dans les cancers héréditaires sont aussi fréquemment impliqués au 

niveau somatique. Pten est muté dans divers types de cancers incluant les cancers de prostate 

(Cairns, Okami et al. 1997; Feilotter, Nagai et al. 1998; Whang, Wu et al. 1998), les 

mélanomes (Guldberg, thor Straten et al. 1997; Robertson, Furnari et al. 1998) et les 

lymphomes (Gronbaek, Zeuthen et al. 1998; Nakahara, Nagai et al. 1998; Sakai, Thieblemont 

et al. 1998). Les mutations somatiques, dans le cas de cancer du sein, sont associées à la 

progression de la tumeur et non à son initiation (Perren, Weng et al. 1999). Des anomalies 

structurales de pten sont présentes dans 37% des tumeurs primaires de cancers colorectaux 

(Nassif, Lobo et al. 2004). 

Une analyse détaillée de la nature et de la fréquence des mutations de pten dans divers cancers 

permet de fournir des informations tissus spécifiques sur les mécanismes génétiques de la 

cancérogenèse. 

 

III.3.2. Mutations germinales de pten dans divers syndromes et prédisposition 

aux cancers 

Il existe quelques pathologies qui découlent de mutations germinales de PTEN pour lesquelles 

plus d’une centaine de mutations ont été dénombrées (Figure 8), c’est le cas de la maladie de 

Cowden ou syndrome des hamartomes multiples ou encore dans le syndrome de Bannayan-

Zonana ou le syndrome de Protée. Les individus avec un syndrome de Cowden présente un 

haut risque de tumeurs bénignes ou malignes de la thyroïde, du sein, de l'endomètre et du 

système nerveux central. Le risque de développer un cancer du sein est de 25 et 50 % avec un 

âge de diagnostic entre 38 et 46 ans, un cancer de la thyroïde d’environ 10 %, un cancer de 

l'endomètre est de 3 à 10 %. Le syndrome de Bannayan-Zonana est caractérisé par un retard 
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mental, une macrocéphalie, des néoplasmes bénins (polype intestinal,), et des malformations 

vasculaires (Marsh, Dahia et al. 1997; Longy, Coulon et al. 1998).  

 

 

 

Figure 8: Localisation des mutations germinales de pten.  

Au-dessus: les mutations observées dans le syndrome de Cowden, en dessous: les mutations observées dans le 

syndrome de Bannayan-Riley-Ruvalcaba ou chez les patients avec le syndrome de Cowden ou le syndrome de 

Bannayan-Riley- Ruvalcaba dans la même famille. 

 

III.3.3. Autres mécanismes d’inactivation 

Pten peut être inactivé par divers mécanismes autre que les mutations somatiques et les 

mutations germinales. Des mécanismes épigénétiques peuvent être responsable d’une 

dérégulation de l’expression du gène pten, c’est le cas du cancer de la prostate, certaines 

leucémies et certains lymphomes. D’autres mécanismes comme le silencing ou une erreur de 

méthylation peuvent également intervenir dans le dysfonctionnement de l’expression du gène 

pten. La méthylation du promoteur est aussi un mécanisme conduisant à l’innactivation de 

pten, elle est liée à d’autres facteurs de mauvais pronostic. Dans ces tumeurs, les transcrits 
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ARNm de pten sont aussi plus faiblement exprimés. La diminution de la demi-vie du gène 

dans certaines lignées cellulaires mutées est également rapportée.  

 

III.3.4. Souris déficientes en PTEN: 

Plusieurs études sur des souris knockout confirment l’implication de pten dans la suppression 

des tumeurs. Les embryons des souris homozygotes mutés ne sont pas viables. Les souris 

hétérozygotes sont prédisposées aux tumeurs. Ceci suggère que le pten est un gène 

suppresseur de tumeurs. Les souris chimériques pten+/- obtenues par élimination des exons 4-6 

développent spontanément des tumeurs de prostate, peau et colon. Chez ces souris pten+/- 

(Exons 4-6) (Di Cristofano, Pesce et al. 1998) il a été montré que pten est impliqué dans la 

résistance à la réponse à des médiateurs FAS par activation de la voie PI3K/AKT (Di 

Cristofano, Kotsi et al. 1999).  

III.4. Régulation de PTEN : 

III.4.1 Régulation transcriptionnelle 

 

III.4.1.1. Régulation positive 

 

Plusieurs facteurs de transcription se lient directement au promoteur de pten et 

régulent son expression (Figure 9). Il a été montré que pten est activé par EGR1 en réponse au 

traitement par irradiation (Virolle, Adamson et al. 2001). EGR1 régule positivement pten suite 

au traitement par l’inhibiteur de phosphatase calyculin A et potentialise son effet apoptotique 

(Okamura, Yoshida et al. 2005). Le niveau d’expression d’EGR1 est fortement corrélé au 

niveau d’expression de PTEN dans les cancers bronchopulmonaires non à petites cellules, la 

surexpression des deux protéines étant associée à un mauvais pronostic (Ferraro, Bepler et al. 
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2005). Pten est régulé par d’autres facteurs. En effet, il a été montré que PPAR� (peroxisome 

proliferator-activated receptor gamma) régule PTEN au niveau transcriptionnel, l’activation 

de PPAR� par son ligand sélectif, la rosiglitazone (antidiabétique de la classe des 

thiazolidinediones) est nécessaire à sa liaison au niveau des deux sites (PPRE1 et PPRE2) du 

promoteur de pten ce qui entraine la sur-activation de PTEN dans les cellules normales et les 

cellules cancéreuses (Patel, Pass et al. 2001). Ceci est accompagné d’une diminution 

d’expression de phospho-AKT et de la survie cellulaire. Il a été montré que la rosiglitazone 

augmente l’expression de PTEN et réduit la migration cellulaire dans les cellules de cancer 

hépatique (Zhang, Wu et al. 2006). Une autre équipe a montré l’inhibition de la croissance des 

cellules du cancer bronchopulmonaire non à petites cellules traitées par rosiglitazone (Han 

and Roman 2006).  

L’inactivation de PTEN pourrait aussi être associée à celle de P53, il a été montré que P53 

peut se lier directement au promoteur de pten et augmenter sa transcription et que la perte de 

P53 entraîne une diminution de l’expression de PTEN (Wang, 2005). Une étude récente a 

montré que l’activité proliférative de SPRY2 passe par la régulation de PTEN. La 

surexpression de SPRY2 augmente l’expression d’ARNm et de la protéine PTEN (mais 

diminue la phosphorylation de PTEN au niveau des résidus sérine 370 et sérine 385 ainsi que 

sa stabilité), la capacité de SPRY2 a inhiber la prolifération est par ailleurs abolie dans les 

cellules pten négatives (Edwin, Singh et al. 2006). Une autre étude a montré que la résistine 

(cytokine impliquée dans la résistance à l’insuline), augmente l’expression de PTEN par 

activation de la p38MAPK et ATF2 (activating transcription factor 2) dans les cellules 

(endothéliales) vasculaires ce qui entraine une inhibition de l’activité d’AKT et ses cibles 

ainsi que eNOS (NOS, Nitrous Oxide Systems) (Shen, Zhang et al. 2006). Il a été montré que 

les phytoœstrogènes comme la génistéine (dans le soja), le résvératrol (dans le vin rouge) et la 

quercetine (dans les fruits et les végétaux) augmentent l’expression de PTEN, inhibe 
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l’activation de l’AKT et augmente le niveau d’expression de P27 (Waite, Sinden et al. 2005). 

Des donnés épidémiologiques suggèrent que la consommation des phytoœstrogènes puissent 

protéger contre le cancer (Park and Surh 2004; Verheus, van Gils et al. 2007). Le niveau 

d’expression de PTEN ainsi que l’index apoptotique sont augmentés dans les glandes 

mammaires des rats nourris avec des protéines de soja ou des aliments riches en génistéine 

(Dave, Eason et al. 2005). Il a aussi été montré que l’indol-3-carbinol, dérivé phytochimique 

des crucifères comme les brocolis, augmente l’expression de PTEN dans l’épithélium 

cervical, dans un modèle de cancer cervical de souris (Qi, Anderson et al. 2005). 

 

 

 

Figure 9: Régulation transcriptionnelle de PTEN.  

Illustration des nouvelles voies impliquées dans la régulation de la transcription. Les éléments sous forme ovale 

représentent les activateurs et les éléments sous forme rectangulaire représentent les répresseurs. JUN inhibe la 

transcription de pten suite à sa liaison avec AP-1, en amont du site d’initiation de la transcription. L’activation de 

PPAR� par son ligand glitazone (Glit), utilisé pour le traitement des diabétiques, augmente le niveau 

d’expression de pten suite à sa liaison aux deux éléments de réponse (PPREs) au niveau du promoteur de pten. 

L’augmentation du niveau d’expression de pten par le glitazone a été observée par différents groupes. Les 
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Phytoœstrogènes tels que la génistéine, l’indole-3-carbinol et ésveratrol augmentent le niveau d’expression des 

ARNm de pten et la protéine PTEN. Dans les cellules de cancer de pancréas, TGF� régule positivement la 

transcription de pten de manière SMAD-dépendante et le contrôle négativement indépendamment de la voie 

SMAD. La liaison du facteur de croissance (GF) à son récepteur membranaire active hSPRY2 via RAS et 

augmente le niveau de transcription de pten. Le Resistine, peptide secrété par des adipocytes et d’autres types 

cellulaires durant l’inflammation, régule positivement la transcription de pten. Le resistine active la voie de p38 

et ATF2 ainsi que la liaison d’ATF2 au promoteur de pten et ses deux sites de liaison à l’ATF. MKK4 inhibe la 

transcription de PTEN par activation de NFkB, répresseur transcriptionnelle qui se lie au niveau du promoteur de 

pten en amont de l’ATG. P53 régule pten positivement au niveau transcriptionnelle et négativement au niveau de 

la stabilité de la protéine: l’élément de réponse à p53 a été trouvé dans le promoteur de pten, l’induction de P53 

entraine une augmentation des mRNA de pten ainsi que le niveau d’expression de la protéine. PTEN autorégule 

son propre expression et ceci passe par la stabilisation de P53 et indépendamment de son activité phosphatase. 

EGR1 se lie au promoteur pten et augmente son expression en réponse à des radiations et IGF2. Les voies 

marquées par des étoiles signifient qu’il n’ya pas de sites identifiés sur le promoteur de pten et impliqués dans 

les régulations observées. Les traits continus présentent des interactions directes des protéines avec l’ADN; Les 

traits discontinus présentent des interactions indirectes. 

 

 

III.4.1.2. Régulation négative: 

Il a été montré que MMK4 (mitogen-activated kinase) active NFkB (nuclear factor-kappa B), 

ce qui entraine sa liaison sur le promoteur de pten et son inhibition au niveau 

transcriptionnelle (Xia, Srinivas et al. 2007).  

TGF�, inhibe la transcription de pten dans les cellules de cancer de pancréas (Chow, Quach et 

al. 2007) et dans les cellules mésangiales (Mahimainathan, Das et al. 2006). Une corrélation 

négative entre l’expression du proto-oncogène jun (facteur de transcription) et celle de pten a 

été trouvée dans de nombreuses lignées cellulaires tumorales (Hettinger, Vikhanskaya et al. 

2007). Le proto-oncogène jun se lie au promoteur de pten et entraine son inhibition. 
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III.4.2. Régulation post-traductionnelle de PTEN 

L’activité de PTEN est hautement régulée par phosphorylation (Figure 10) (Vazquez, 

Ramaswamy et al. 2000; Okahara, Ikawa et al. 2004; Valiente, Andres-Pons et al. 2005; 

Maccario, Perera et al. 2007), oxydation (Leslie, Bennett et al. 2003; Kwon, Lee et al. 2004; 

Connor, Subbaram et al. 2005) (Figure 10), acétylation, et par le contrôle de sa localisation. 

 

 

 

Figure 10: La structure des différents domaines fonctionnels de PTEN et les sites de 

modifications post-traductionnelles.  

Les trois domaines de PTEN, le domaine phosphatase (“Phosphatase”, résidus 15-186), le domaine C2 (“C2 

domain”, résidus 186 à 351), et le fragment C-terminal (“C-tail”, résidus 352 à 403). Le domaine de liaison à 

PIP2 (“PIP2 binding motif”, résidus 6 à 15), et le motif PEST (“PEST motifs”, résidus 350 à 375). La boucle 

(“Loop”, résidus (286-309) dans le domaine C2. Le domaine PDZ (“PDZ BD”, résidus 401 à 403) domaine de 

liaison au PDZ-binding-domain. La figure montre les résidus cystéines au niveau du domaine phosphatase qui 

peuvent être oxydées par des espèces réactives d’oxygène (ROS), ainsi que les résidus sérine et thréonine qui 

peuvent être phosphoryler par des kinases correspondantes. 

 

 

  III.4.2.1. Oxydation 

PTEN peut être inhibée par des espèces réactives d’oxygène (ROS) suite à l’oxydation de la 

cystéine 124 et la formation d’un pont disulfure avec la cystéine 71. Une étude in vitro sur des 
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lignées cellulaires de neuroblastome, a montré que la génération des ROS et l’inactivation de 

PTEN sont nécessaires à l’activation d’AKT par l’insuline (Seo, Ahn et al. 2005).  

 

III.4.2.2. Acétylation  

L’acétylation est un autre mécanisme régulateur de PTEN (Okamura, Iwata et al. 2006). 

PCAF acétyle PTEN au niveau des lysines 125 et 128 en réponse à plusieurs facteurs de 

croissance. Ces résidus sont localisés au niveau de la région catalytique de PTEN et sont 

essentiels à sa spécificité pour PI3K. PCAF est un régulateur négatif de PTEN.  

 

 III.4.2.3. Phosphorylation 

PTEN est régulée par phosphorylation des résidus sérine et thréonine du domaine C-terminal. 

La phosphorylation de ces résidus n’est pas nécessaire à son activation mais à sa stabilisation. 

La substitution de ses résidus de phosphorylation par l’alanine augmente l’activité catalytique 

ainsi que la dégradation de PTEN. 

CK2 est impliquée dans la phosphorylation de nombreux résidus sérine ou thréonine de la 

partie C terminale de PTEN, mais elle n’est pas seule. GSK3� (Glycogen synthase kinase 

3bêta) participe aussi à cette phosphorylation (Al-Khouri, Ma et al. 2005). CK2 phosphoryle 

les résidus sérine 370 et sérine 385 tandis que GSK3� cible la sérine 362 et la thréonine 366 

(Torres and Pulido 2001). Aucune des deux protéines ne peut phosphoryler la sérine 380 de 

PTEN, c’est GLTSCR2 appelé aussi PICT1 (Protein Interacting with Carboxyl Terminus 1) 

qui est capable de phosphoryler la sérine 380 et entrainer une augmentation de PTEN 

(Okahara, Itoh et al. 2006; Yim, Kim et al. 2007). L’altération de PICT-1 entraînerait une 

instabilité de PTEN conduisant à un processus de cancérisation.  

ROCK est capable de phosphoryler PTEN sur les résidus sérine 229, thréonine 232, 319 et 

321 du domaine qui entraîne son activation (Li, Dong et al. 2005). 
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Il a été montré que la sous-unité catalytique de PI3K inactive PTEN à travers la voie 

impliquant RohA/ROCK et augmente la phosphorylation du résidu tyrosine de PTEN 

(Papakonstanti, Ridley et al. 2007).  

 

 III.4.2.4. Neddylation 

Le niveau d’expression de NEDD4-1 est inversement corrélé au niveau d’expression 

de PTEN dans des xénogreffes de cancer de prostate, suggère le rôle oncogènique de NEDD4-

1. Récemment, une étude a montré que PTEN est capable d’inhiber NEDD4-1 au niveau 

transcriptionel (Ahn, Hwang et al. 2008) par feedback négatif. NEDD4-1 peut activer la 

polyubiquitination et la dégradation de PTEN (Wang, Trotman et al. 2007) mais peut aussi 

catalyser sa monoubiquitination nécessaire à l’import nucléaire (Trotman, Wang et al. 2007) 

ce qui entraine l’inhibition de sa polyubiquitination et sa dégradation dans le cytoplasme 

(Figure 11). 

 

 

Figure 11: Régulation de la protéine PTEN par ubiquitination par NEDD4-1.  

NEDD4-1 entraine la monoubiquitination et la polyubiquitination de PTEN avec des conséquences 

fonctionnelles différentes. Les deux réactions sont séparées (nommées (1) et (2)) et sont sujets à des régulations 

distinctes. Ub: ubiquitin; DUB: enzyme de deubiquitination. 
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III.4.3. Interactions de PTEN avec d’autres protéines 

L’expression de PTEN peut aussi être modulée par des changements de sa stabilité dues à son 

interaction avec d’autres protéines. Par l’intermédiaire de son domaine PDZ-binding domain, 

PTEN interagit avec plusieurs protéines qui contiennent un domaine PDZ. Wu et al. ont 

montré que PTEN interagit avec un certain nombre de protéines de la membrane, la famille 

des MAGI (guanylate-kinase inverted), telle que MAGI2, ce qui entraine sa stabilisation (Wu, 

Dowbenko et al. 2000). Récemment, une étude a montré que cette interaction est régulée par 

la vinculine (protéine du cytosquelette exprimée de façon ubiquitaire). Les cellules Vinculine-

/- n’expriment pas la protéine PTEN mais expriment normalement les ARNm (Subauste, 

Nalbant et al. 2005). Subauste et son équipe ont montré que la vinculine est nécessaire pour 

maintenir les interactions entre �-caténine–MAGI2 et les jonctions ce qui limite 

l’ubiquitination et la dégradation de PTEN (Subauste, Nalbant et al. 2005). Valiente et al. ont 

montré récemment que la liaison de PTEN à MAST3 (microtubule-associated 

serine/threonine kinase) et SAST (syntrophin-associated serine/threonine Kinase) stabilise 

PTEN et facilite sa phosphorylation par ces kinases (Valiente, Andres-Pons et al. 2005).  

 

III.5. Localisation au niveau de la cellule 

 

 - Recrutement au niveau de la membrane plasmique  

La localisation cellulaire de PTEN joue un rôle important dans la régulation de son 

activité. La première fonction décrite de PTEN est la déphosphorylation de PIP3 au niveau de 

la membrane plasmique. Afin d’accéder à sa cible, PTEN a besoin d’être recrutée au niveau 

de la membrane. Le domaine C2 (Das, Dixon et al. 2003), le domaine phosphatase (Das, 
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Dixon et al. 2003) et le domaine de liaison à PIP3 ont un rôle crucial dans sa liaison aux 

lipides (Downes, Ross et al. 2007). PTEN est recrutée au niveau de la membrane par 

interaction avec des protéines MAGI1b, MAGI2, MAGI3, MAST3 et SAST au niveau du 

domaine PDZ-binding domain. PTEN interagit aussi avec NHERF1 (EBP50) et NHERF2 

(Na+/H+ exchanger regulatory factor), protéines adaptatrices, par son domaine PD-binding 

domain. Les protéines PTEN et NHERF forment un complexe ternaire avec le récepteur 

PDGFR (platelet-derived growth factor receptor). L’activation de PI3K après stimulation des 

récepteurs PDGFR est prolongée dans les fibrobalases MEFs (Mouse Embryonic Fibroblasts) 

NHERF1–/– et quand NHERF2 est inhibée par ARNi. Les protéines NHERF recrutent PTEN 

au niveau des récepteurs PDGFR afin de réduire l’activité de PI3K (Takahashi, Morales et al. 

2006). Des études utilisant la microscopie TIRF (total internal reflection fluorescence) dans 

des cellules vivantes montrent que PTEN se lie à la membrane pendant quelques 

millisecondes, temps suffisant à la dégradation de plusieurs molécules PIP3. Ceci confirme 

que la phosphorylation de l’extrémité C-terminal de PTEN contraint sa conformation et limite 

son association avec la membrane (Vazquez and Devreotes 2006). 

 

- Import export nucléaire 

La localisation de PIP3 et PIP2 au niveau nucléaire montre le rôle de PTEN dans le 

noyau (Mazzotti, Zini et al. 1995; Caramelli, Matteucci et al. 1996; Tanaka, Fujita et al. 

2005). Cette fonction est moins claire que celle au niveau de la membrane plasmique. 

Cependant, plusieurs chercheurs ont détecté PTEN exclusivement dans le cytoplasme (Gu, 

Tamura et al. 1998), d’autres chercheurs l’ont détecté dans le cytoplasme et dans le noyau, et 

la perte de PTEN dans le noyau a été associée aux néoplasmes et à la formation des tumeurs 

(Perren, Weng et al. 1999; Gimm, Perren et al. 2000), indiquant que la fonction de 

suppresseur de tumeur de PTEN est nucléaire. Liu et al. ont utilisé la technique de 
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Recouvrement de Fluorescence Après Photoblanchiment (FRAP) et ont conclu que PTEN 

diffuse passivement à travers les pores nucléaires (Liu, Sheng et al. 2005). Chung et al. ont 

décrit des séquences de localisation nucléaire nécessaires à l’import nucléaire de PTEN 

(Chung, Ginn-Pease et al. 2005). Ils ont aussi mis en évidence les différents effets de PTEN 

en fonction de sa localisation cytoplasmique ou nucléaire: PTEN cytoplasmique inhibe 

phospho-AKT, active p27kip1 et est nécessaire à l’induction de l’apoptose, alors que PTEN 

nucléaire inhibe la cyclin D1, phospho-MAPK et a un rôle crucial dans l’arrêt du cycle 

cellulaire (Chung and Eng 2005; Chung, Ostrowski et al. 2006). 

 

III.6. Fonctions de PTEN  

PTEN est une phosphatase qui déphosphoryle les résidus phosphotyrosine, la phosphosérine 

et/ou la phosphothréonine. Cette activité protéine phosphatase lui permet d’inhiber la voie de 

signalisation des MAPK ou RAS/MEK/ERK et la kinase d’adhésion focale, FAK. PTEN a de 

plus une activité lipide phosphatase qui induit l’inhibition de la voie PI3K/AKT en 

antagonisant l’action de la phosphatidylinositol 3 kinase (PI3K). 

 

III.6.1. PTEN et voie des MAPK 

Cette voie est constituée par une série de protéines kinases qui permettent par phosphorylation 

l’activation de protéines MAP (mitogen activated protein) ou ERK (extracellular signal 

regulated kinase) (figure 4). PTEN en déphosphorylant Shc et/ou IRS-1, empêche la 

formation du complexe Grb/SOS nécessaire à l’activation de la voie des MAP kinases (Waite 

and Eng 2002) (Figure 12). 
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Figure 12: Activation de la voie de RAS/MAPK/ERK et réponse cellulaire aux signaux 

extracellulaire.  

Après activation de Ras par les récepteurs à activité tyrosine kinase, de nombreux effecteurs sont activés tels que 

la PI3K et la kinase Raf entrainant la phosphorylation de MEK qui va ensuite phosphoryler en cascade la kinase 

ERK. ERK phosphoryle de nombreux substrats impliqués dans la transcription de gènes responsables de la 

réponse cellulaire. 

 

III.6.2. PTEN et voie PI3K/AKT 

Cette voie est représentée par les PI3 kinases, une famille d’enzyme phosphorylant les lipides 

inositols des membranes en position 3. Elles phosphorylent spécifiquement les PIP2 générant 

alors des PIP3. La PI3K dont il existe plusieurs membres, entraîne la phosphorylation et 

l’activation de AKT/PKB, par l’intermédiaire de PIP3. Cette action sera suivi par la 

phosphorylation de la sérine 473 et la thréonine 308 par des protéines kinases (Feng, Park et 

al. 2004; Mora, Komander et al. 2004; Sarbassov, Guertin et al. 2005). Cette double 

phosphorylation a pour effet d’activer AKT et conduire à l’inhibition de l’apoptose. PTEN 
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intervient dans cette voie en contrôlant le niveau de PIP2. La déphosphorylation du PIP3 en 

PIP2 s’effectue préférentiellement en position D3 (Su, Mayo et al. 2003) 

De cette façon, PTEN contrôle négativement la kinase AKT. Il a été montré qu’une 

inactivation de PTEN entraîne une phosphorylation constitutive de AKT d’où une survie 

cellulaire facilitée par l’intermédiaire de la voie mTOR/p70S6 kinase. Il a été aussi montré 

une activation constitutive de p70S6kinase dans des cellules tumorales déficientes en PTEN 

(Guasch 2002) (Figure 13). 

 

 

 

 

 

Figure 13: Représentation Schématique de la voie PI3K/PTEN/AKT.  

La voie de PI3K est un important régulateur de la carcinogenèse, la croissance tumorale et l’angiogenèse. 

L’activation des récepteurs tyrosine kinases augmente l’activité de PI3K. PI3K produit des PIP2 et des PIP3, ce 

qui entraine l’activation de PDK1 et l’AKT. AKT régule plusieurs fonctions cellulaires incluant la progression 

du cycle cellulaire, l’inhibition de l’apoptose, croissance tumorale par ciblage de différentes protéines en aval. 
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GSK-3 

La protéine GSK-3 (Glycogen synthase kinase-3) est une protéine sérine/thréonine kinase 

constitutivement active dans les cellules quiescentes. Son activité est inhibée par 

phosphorylation dans les cellules en prolifération. La protéine kinase AKT phosphoryle GSK 

sur la sérine 9 et la rend inactive. 

 

mTOR et P70S6K 

mTOR (mammalian Target of Rapamycin) appartient à la famille des protéines kinases PIKK 

(PIKinase-related kinase), elle intervient en relai de la voie PI3K/AKT. mTOR règle 

notamment l’initiation de la traduction en phosphorylant 4E-BP et p70S6kinase. La 

phosphorylation de 4E-BP induit la libération de eIF4E, facteur qui initie la traduction. De 

même, p70S6kinase phosphoryle la protéine ribosomique S6, qui va initier la traduction 

d’ARNm codant pour des protéines ribosomiques et des facteurs d’élongation. Ainsi, mTOR 

est à l’origine de la synthèse de protéines favorisant la mitose cellulaire. 

mTOR intervient aussi dans le contrôle du cycle cellulaire. Son inhibition provoque une 

augmentation du turnover de la cycline D1 et une diminution de l’élimination de p27.  

 

III.6.3. Action sur le cycle cellulaire 

PTEN agit sur le cycle cellulaire en bloquant l’entrée des cellules en phase S, par 

augmentation de l’expression de l’inhibiteur de CDK p27kip1 entraînant une diminution 

d’expression de la cycline D1. La réintroduction de PTEN dans des cellules n’exprimant pas 

PTEN, déclenche l’arrêt du cycle cellulaire en phase G1 grâce à son activité lipide 

phosphatase mais pas par son activité protéine phosphatase. PTEN est donc un régulateur du 

cycle, empêchant les cellules transformées de proliférer anarchiquement. 
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III.6.4. Action sur l’apoptose: 

Les cellules n’exprimant PTEN sont résistantes aux stimuli apoptotiques, ce qui classe 

PTEN parmi les régulateurs positifs de l'apoptose. Une autre étude a montré que l'expression 

du gène normal de PTEN dans des cellules issues de gliomes bloque le cycle cellulaire mais 

n'augmente pas leur capacité à induire l’apoptose 

 

 III.6.5. Action sur la formation de métastases 

PTEN augmente le niveau de Drg-1, protéine issue d’un gène ayant des propriétés 

suppresseur de métastases. Cette propriété a été mise en évidence au niveau de modèles 

animaux porteurs de cancer de la prostate et du colon. Le niveau d’expression de cette 

protéine est significativement diminué au cours de l’évolution de cancer de prostate ou de 

sein. La recherche de Drg-1 associée à celle de PTEN traduit un meilleur pronostic. 
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IV. Les récepteurs tyrosine kinase de la famille Human Epidermal Growth 

Factor Receptor (HER) 

IV.1. Généralité: 

Les tyrosines kinases sont des protéines impliquées dans la prolifération des cellules normales 

et sont impliqués dans la transformation maligne. HER (pour Human Epidermal Growth 

Factor Receptor) ou erb-B (pour érythroblastose) est une famille de récepteurs 

transmembranaires à activité tyrosine kinase. Elle constitue une famille d’enzymes très 

importante chez l’homme en intervenant dans de nombreux processus de régulation de la 

croissance cellulaire favorisant la prolifération et diminuant les mécanismes de l’apoptose. La 

famille des HER est constituée de 4 récepteurs (EGFR/HER-1/ErbB-1, HER-2/ErbB-2, HER-

3/ErbB-3, HER4/ErbB-4) (Yarden 2001) (Figure 14). Ils sont anormalement activés dans 

plusieurs types tumoraux, en particulier les carcinomes épidermoïdes des voies aérodigestives 

supérieures, les carcinomes bronchiques non à petites cellules, les glioblastomes, les cancers 

mammaires, colorectaux, prostatiques, vésicaux et ovariens (Tableau 1). Ils ont en commun la 

propriété de phosphoryler un résidu tyrosine. Cette phosphorylation permet l’activation ou 

l’inactivation de certaines voies enzymatiques au sein de la cellule. 
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Figure 14: Représentation schématique des quatre récepteurs tyrosine kinase de la famille des 

protéines HER et leurs ligands (12 ligands). 

 

 

Tableau 1: Pourcentage des tumeurs surexprimant les récepteurs HER en fonction du type 

tumoral. 
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IV.2. Structure des récepteurs 

Tous les récepteurs de la famille des HER partagent une structure commune qui se traduit par 

une organisation structurale caractéristique. Ce sont des molécules transmembranaires 

comportant un domaine extracellulaire contenant le site de fixation des ligands, un domaine 

transmembranaire et un domaine tyrosine kinase intracellulaire (Figure 15):  

* Le domaine extracellulaire d’environ 620 acides aminés est composé de 4 sous domaines (I 

à IV): L1 (sous domaine I) et L2 (sous domaine III) ont été identifiés comme les sièges de la 

fixation du ligand. Les domaines CR1 (sous domaine II) et CR2 (sous domaine IV) pour « 

Cystein-Rich » sont des domaines riches en cystéines.  

* Le domaine transmembranaire est d’environ 24 acides aminés est un domaine hydrophobe. 

* Le domaine intracellulaire d’environ 535 acides aminés avec la partie à activité tyrosine 

kinase très conservée, suivie de la partie C-terminal qui est moins conservée, cette partie est 

riche en sites de phosphorylation. Leur site kinase est normalement inactif. Pour être activé, 

résidu tyrosine doit d'abord être phosphorylé. 

 

Figure 15: Représentation schématique des différents domaines protéiques des récepteurs de 

la famille HER.  

La partie extracellulaire composée de 4 domaines, homologues 2 à 2, appelés L1 et L2 (domaines I et III) et CR1 

et CR2 (domaines II et IV), le domaine transmembranaire, le domaine juxtamembranaire, le domaine tyrosine 

kinase et le domaine C-terminal portant les sites majeurs de phosphorylation sur tyrosine (Y) 
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IV.3. Activation 

Le mécanisme d'activation de ces récepteurs est particulier, car le segment transmembranaire, 

ne peut pas transmettre d'information sur l'occupation du site de reconnaissance du ligand vers 

l'intérieur de la cellule. En l’absence du ligand les récepteurs sont sous forme monomérique. 

La fixation des ligands aux récepteurs permet d’induire leur dimérisation en homodimères ou 

hétérodimères avec d’autres récepteurs de la famille HER (EGFR-HER2 ; EGFR-HER3 ; 

EGFR-HER4). Il est suggéré que les hétérodimères ont un potentiel de signalisation plus 

puissant. Cette dimérisation entraîne une transphosphorylation des sites tyrosine kinase. 

L'activité tyrosine kinase va alors pouvoir s'exercer sur leurs différentes molécules cibles 

(Carpenter and Cohen 1990). Une fois phosphorylé, les deux grandes voies de signalisation 

sont activées: la voie des MAPK et la voie des PI3K/AKT. Ces cascades de signaux sont 

transmis jusqu’au noyau où il y a stimulation de la prolifération cellulaire, néoangiogenèse, 

différentiation, activation de la motilité cellulaire, la survie cellulaire et de la capacité 

d’invasion. Pour stopper l’action du récepteur phosphorylé, la cellule va l’internaliser. La 

protéine va ensuite être dégradée dans un lysosome ou dans certains cas, être renvoyée à la 

surface de la membrane après inactivation pour être réutilisée (Figure 16). 
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Figure 16: Les différentes étapes d’activation des récepteurs HER.  

L’activation des récepteurs débute par l’expression des récepteurs (étape 1). Les ligands vont ensuite se fixer sur 

les récepteurs monomériques (étape 2) entraînant leur hétéro ou homo dimérisation (étape 3). La dimérisation 

entraîne l’activation de la tyrosine kinase et la phosphorylation de résidus tyrosine du domaine C-terminal (étape 

4). Ces tyrosines phosphorylées vont recruter diverses protéines adaptatrices et/ou des substrats de la kinase, ce 

qui aboutit à l’activation des différentes voies de signalisation intracellulaires (étape 5). Les récepteurs activés 

sont ensuite internalisés par endocytose (étape 6), dégradés ou recyclés à la surface cellulaire (étape 7). 

 

 

IV.4. HER et oncogenèse 

Les récepteurs HER sont fortement impliqués dans les cancers. (Tableau 1). Il existe une 

corrélation entre la surexpression des récepteurs HER et l’agressivité tumorale dans plusieurs 

types de cancers. Quelques études ont fait un lien avec le risque de récurrence, la survie 

réduite, le stade tumoral avancé pour divers cancers comme les cancers du poumon non à 
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petites cellules, les carcinomes épidermoide de la tête et du cou, les carcinomes du sein et de 

l’ovaire.  

 

IV.5. L’exemple de l’EGFR  

L’EGFR est une glycoprotéine transmembranaire de 170 kDa (Cohen, Ushiro et al. 1982), 

présente sous forme monomérique inactive à la surface des cellules épithéliales. L’EGFR est 

l’un des tout premiers proto-oncogènes cellulaire humain identifiés et le premier proto-

oncogène membranaire.  

L’EGFR a été le plus étudié parce qu’il joue un rôle important dans la régulation de la 

prolifération, la survie cellulaire durant des processus physiologique. Son hyper-activation lui 

confère un potentiel prolifératif et malin. 

 

IV.5.1. L’EGFR et implication dans l’oncogenèse: 

La surexpression élevée de l’EGFR est une altération commune à plusieurs tumeurs solides, 

particulièrement dans les carcinomes (Herbst and Hong 2002; Nicholson and Thornberry 

2003). Différents modes d’activation peuvent conduire à la dérégulation de la voie EGFR 

dans les cancers humains, tels que l’hyperexpression du récepteur ou de son ligand, 

l’amplification génique, les mutations activatrices ou encore la perte de mécanismes de 

régulation négatifs. 

 

IV.5.1.1. Surexpression de l’EGFR: 

A l’état normal une cellule contient 40 000 à 100 000 récepteurs à la surface, leur nombre 

peut atteindre plusieurs millions dans un cancer. Un nombre élevé d’EGFR peut être la 

conséquence d’un mécanisme de régulation transcriptionnel, post-transcriptionnnel et ou une 
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amplification du gène. La surexpression de l’EGFR est souvent accompagnée d’une 

production accrue de ligands.  

 

IV.5.1.2. Activation constitutive du récepteur: 

Des mutations activatrices au niveau de la partie tyrosine kinase permettent une 

activation constitutive de son activité indépendamment du ligand. Des mutations touchant la 

partie extracellulaire du récepteur entrainant la synthèse d’un récepteur muté tronqué 

constitutivement active telle que l’EGFRvIII ont été également rapportées. Il est absent dans 

les cellules normales mais particulièrement exprimé dans les glioblastomes ainsi qu’à des 

fréquences variables dans les carcinomes de la prostate, du sein, de l’ovaire, de l’estomac et 

dans le cancer du poumon non à petites cellules. 

Une association entre la mutation somatique (délétion et mutations faux-sens) dans le 

domaine à tyrosine kinase de l’EGFR et réponse aux inhibiteurs tyrosine kinase a été montré 

dans les cancers pulmonaires non à petites cellules. Ces mutations sont retrouvées dans 20% 

des tumeurs 

 IV.5.1.3. Stimulation autocrine: 

La surexpression des ligands a été décrite dans plusieurs tumeurs solides (œsophage, 

pancréas, sein, ovaire) permettant une activation d’EGFR par stimulation autocrine. 

  

  IV.5.2. Mise en évidence de l’EGFR et méthodes de détection 

L’approche dominante de l’étude du niveau d’expression de l’EGFR est la technique 

d’immunohistochimie avec de nombreux kits de détection. Le nombre de copies du gène de 

l’EGFR dans les cellules tumorales peut être mesuré par hybridation fluorescente in situ FISH 
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(fluorescent in situ hybridization) sur coupe en paraffine, en hybridation in situ 

chromogénique CISH (chromogenic in situ hybridization) ou encore en PCR quantitative. 

 

IV.6. Les stratégies thérapeutiques: 

Le récepteur à l’EGF est ainsi à l’origine de recherche visant à bloquer son expression, au 

moyen d’anti récepteur tyrosine kinases. Différentes stratégies visent à bloquer tous les 

niveaux ont été développées (Figure 17):  

* Neutralisation par un anticorps couplé à une toxine afin d’entraîner la destruction des 

cellules exprimant le récepteur  

* Production d’oligonucléotides antisens des anti-HER bloquant la traduction des ARNm 

codant pour le récepteur. 

* Les inhibiteurs de tyrosine kinase: mise en place des inhibiteurs de l’activité tyrosine kinase 

par des petites molécules administrées par voie orale (Erlotinib et Lapatinib). 

* Les anticorps monoclonaux: liaison d’un anticorps monoclonal à la portion externe du 

récepteur de façon à neutraliser son activité et empêcher le lien avec son ligand. 

Actuellement, les données les plus avancées concernent les deux dernières stratégies avec 

l’exemple de l’anticorps monoclonal cetuximab ciblant l’EGFR commercialisé dans le cancer 

colorectal métastatique et dans les cancers de la tête et du cou et des inhibiteurs de tyrosine 

kinase tels que le gefitinib et l’erlotinib, commercialisés respectivement dans les cancers du 

poumon et du sein. 
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Figure 17: Différentes stratégies thérapeutiques développées pour bloquer les récepteurs 

HER.  

les ligands ou les anticorps spécifiques des récepteurs couplés à des toxines détruisant les cellules exprimant les 

récepteurs HER, les oligonucléotides antisenses bloquant la traduction des ARNm des récepteurs ou des ligands, 

les inhibiteurs de la farnésyl-transférase (anti-ras) empêchant la famésylation de P21-Ras et abolissant les 

propriétés transformantes de P21 mutée, les inhibiteurs des kinases, les anticorps monoclonaux bloquant le 

domaine extracellulaire des récepteurs et les petites molécules bloquant le domaine kinase intracellulaire des 

récepteurs inhibant leur phosphorylation et leur activation. 

 

 

IV.6.1. Les anticorps monoclonaux 

Les anticorps anti-HER agissent indépendamment du statut de phosphorylation du récepteur 

inhibant ainsi la fixation du ligand, et entrainant son internalisation et l’inhibition des voies de 

transduction en aval. Les anticorps monoclonaux sont traditionnellement produits à partir de 

lymphocytes B d’origine murine et afin de contourner les problèmes antigéniques, plusieurs 
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méthodes ont été élaborées afin de produire des anticorps qui apparaissent plus semblables 

(human-like) pour le système immunitaire. Une de ces méthodes consiste à greffer des régions 

d’anticorps humains sur des anticorps murins. Un anticorps que l’on dit chimérique contient 

environ 60 % de la séquence de protéines humaines tandis qu’un anticorps humanisé contient 

de 90 % à 96 % de la séquence humaine. Une technologie plus récente utilise des souris 

transgéniques chez qui on enlève des gènes murins d’immunoglobuline pour les remplacer par 

un répertoire de gènes d’anticorps humains. 

Le suffixe « mab » signifie « anticorps monoclonal »; la source est identifiée par des lettres 

placées avant la syllabe « mab »; « ximab » pour chimérique; « momab » pour souris; « 

zumab » pour humanisé; « umab » pour humain (complètement humain) (Figure 18). 

 

 

 

Figure 18: Classification des anticorps monoclonaux utilisés en thérapie: murin, chimérique, 

humanisé et humain.  

La structure fondamentale reste intacte, une molécule IgG est constituée d’une paire de chaines légères 

(orange/rouge) et une paire de chaines lourdes (jaune/rose). Les chaines légères sont composées de deux régions 

séparées (une région variable (VL) et une région constante (CL), les chaines lourdes sont composées de quatre 

régions (VH, CH1, CH2 et CH3). Les régions de complémentarité CDRs (complementarity-determining regions) 

sont situées au niveau du fragment variable (Fv), portion du fragment Fab (antigen-binding). Les anticorps 

chimériques comme le cétuximab et le rituximab sont constitués de régions variables (VL et VH) murines et de 
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régions constantes humaine. Les anticorps humanisés sont d’origine humaine excepté les régions CDRs, qui sont 

d’origine murine. Les anticorps humains et les anticorps murins sont respectivement d’origine entièrement 

humaine et murine. Le Panitumumab (ABX–EGF) est un anticorps anti- EGFR humain. Une différence 

significative entre les sous classes des IgG en terme de leur demi-vie dans le sang (IgG1, IgG2 et IgG4 21 jours 

approximativement; IgG3 jours approximativement), en terme de leur capacité à activer la voie complémentaire 

classique (classical complement pathway) et la liaison aux récepteurs Fc�. Le choix de la sous classe des IgG est 

un facteur déterminent de l’efficacité des anticorps monoclonaux. La plus part des anticorps monoclonaux 

approuvés appartiennent à la sous classe IgG1, qui ont une longue demi-vie et possédant un potentiel d’effecteur 

immunitaire comme CDC (complement dependent cytotoxicity), CDCC (complement-dependent cell-mediated 

cytotoxicity) et ADCC (antibody-dependent cellular cytotoxicity). 

 

 

IV.6.1.1. Cétuximab  

Le cétuximab est un anticorps monoclonal chimérique constitué d’une immunoglobuline G1 

(IgG1) humaine et d’une région murine variable qui se lie spécifiquement au domaine 

extracellulaire de l’EGFR, produit sur une lignée cellulaire de mammifère (Sp2/0) par la 

technique de l’ADN recombinant. 

 

IV.6.1.1.1. Indications thérapeutiques 

Le cétuximab (Erbitux®, Merck Serono) est actuellement indiqué dans le traitement des 

patients présentant un cancer colorectal métastatique exprimant l’EGFR ainsi qu’en 

association avec la radiothérapie dans le traitement des patients présentant un carcinome 

epidermo�de localement avancé de la tête et du cou. 

 

IV.6.1.1.2. Posologie et rythme d’administration 

L’administration du cétuximab se fait à rythme hebdomadaire. La dose habituellement 

recommandée est de 400 mg/m² en 2 heures pour la première injection. La dose de 
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maintenance est de 250 mg/m² par semaine. Une prémédication par un antihistaminique est 

recommandée.  

 

IV.6.1.1.3. Tolérance 

Les effets secondaires notables du cétuximab sont rash acnéiforme et choc anaphylactique. Le 

rash acnéiforme est la conséquence du blocage de l’EGFR au niveau de l’épiderme. Allant de 

la simple réaction érythémateuse parfois prurigineuse aux lésions nodulaires profondes 

parfois surinfectées, les lésions s’étendent généralement sur le tronc et le visage. Cet effet 

peut décroitre progressivement au cours du traitement ou encore être prévenu par 

administration concomitante de doxycycline. Il apparaît chez 15% des patients et n’empêche 

pas la poursuite du traitement. Sa physiopathologie n’est pas clairement établie mais est en 

partie liée à la présence de l’EGFR sur la membrane des kératinocytes, des cellules 

épithéliales des glandes sébacées et du follicule pileux qui constituent des régions 

particulièrement sujettes à cette toxicité. Un des premiers facteurs prédictifs de réponse au 

cétuximab identifié est l’apparition de cette éruption cutanée acnéiforme. Le choc 

anaphylactique ne survient que dans 1% des cas mais il est potentiellement grave. 

Une dyspnée peut survenir pendant ou peu après la perfusion du cetuximab. Les patients âgés, 

avec un indice de performance diminué et des atteintes cardiaques ou pulmonaires sous-

jacentes peuvent présenter un risque augmenté de dyspnée, potentiellement sévère et/ou 

persistante. D'autres toxicités chroniques ont été décrites: syndrome septique, insuffisance 

rénale, déshydratation, diarrhée. Ces symptômes sont cependant peu fréquents.  

 

IV.6.1.1.4. Mode d’action 

Ainsi, le mécanisme d’action du cétuximab pourrait être le résultat d’interaction à plusieurs 

niveaux: 
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-l’antagonisme de la transduction du signal de croissance cellulaire propre à l’EGFR  

-la stimulation de l’internalisation et de la dégradation du récepteur EGFR 

-le recrutement et la stimulation des cellules immunes responsables de la toxicité cellulaire 

dépendante des anticorps (ADCC antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity) 

-la diminution de l’expression du facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF) ainsi 

que d’autres facteurs angiogéniques. 

 

• Antagonisme de la transduction du signal de croissance cellulaire  

En se liant sélectivement à l’EGFR, cet anticorps monoclonal bloque la fixation du facteur de 

croissance sur son récepteur. Il entraîne ainsi la désactivation des signaux de prolifération 

cellulaire, en particulier les voies des MAP kinases et de la PI3 kinase/AKT. Le cétuximab 

induit l’arrêt du cycle cellulaire en G1. 

 

• La stimulation de l’internalisation et de la dégradation de l’EGFR 

De nombreuses études in vitro ont montré que l’action du cétuximab sur les lignées cellulaires 

était due à sa capacité à faciliter l’internalisation du récepteur dans le cytoplasme et la diriger 

vers la dégradation. La destruction de l’EGFR doit être précédée d’une polyubiquination du 

récepteur.  

 

• Le recrutement et la stimulation des cellules immunes  

Le cétuximab avec sa partie Fc est capable de recruter les cellules de l’immunité et en 

particulier, les cellules NK. In vitro, le cétuximab augmente le nombre de cellules NK et 

entraîne ainsi une diminution des cellules exprimant l’EGFR. Ainsi, une action de cytotoxicité 

cellulaire serait responsable de l’activité du cétuximab plutôt qu’une action sur l’expression 

du récepteur EGFR ( Figure 19).  
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Figure 19: Action des anticorps monoclonaux par le système immunitaire.  

Après liaison des anticorps monoclonaux à leur cibles au niveau des cellules tumorales, le C1q (facteur 

complémentaire) interagit avec la région constante CH2, nécessaire à l’activation de la cascade protéolytique de 

la voie (complement classical pathway) induisant la formation du complexe MAC (membrane-attack complex) 

afin de lyser les cellules tumorales, c’est le système CDC (complement-dependent cytotoxicity). C3b, est généré 

durant ces cascades, fonctionne comme l’opsonine et facilite la phagocytose et la cytolyse suite à l’interaction 

des récepteurs C3bR et les macrophages ou les cellules NK (natural killer), cette activité correspond au système 

CDCC (complement-dependent cell-mediated cytotoxicity). La liaison des anticorps monoclonaux aux cellules 

tumorales induit aussi le système ADCC (antibody-dependent cellular cytotoxicity); Les cellules immunitaires 

comme les macrophages et les cellules NK sont alors recrutées et interagissent avec la région CH3 des anticorps 

monoclonaux à travers la région Fc�RIIIa exprimées par les cellules effectrices. Les cellules tumorales liées aux 

anticorps monoclonaux sont alors phagocytées par des macrophages et lysées par les cellules NK 
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La diminution de l’expression du facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF) ainsi 

que d’autres facteurs angiogéniques. La synthèse de VEGF permettant la prolifération des 

cellules endothéliales et la vascularisation de la tumeur, est liée à la surexpression de l’EGFR. 

Le cétuximab en antagonisant l’EGFR s’oppose à l’angiogenèse tumorale. 

 

IV.7. Facteurs prédictifs de réponse aux anti-EGFR 

La détermination de facteurs prédictifs de la réponse aux thérapies anti-REGF a un rôle 

potentiel dans la détermination de façon plus précise des indications des traitements anti-

EGFR et donc d’en diminuer, les effets secondaires, les coûts et la détermination de nouvelles 

cibles potentielles impliquées dans la résistance. 

 

IV.7.1. Mutations de K-Ras  

Une étude clinique récente dans une série de 89 patients traités par cétuximab pour un cancer 

colorectal métastatique (mCRC) montre que K-Ras est muté dans 27% des cas, cette mutation 

est significativement corrélée à la résistance au traitement par cétuximab. Aucune mutation de 

K-Ras n’est détectée chez les patients répondeurs (0/24) contre 40% (26/65) des patients non 

répondeurs. La survie médiane des patients K-Ras non mutés est plus longue que celle des 

patients K-Ras mutés (Lievre, Bachet et al. 2008). D’autres études récentes confirment la 

corrélation entre la mutation de K-Ras et la réponse au traitement par cétuximab. Une analyse 

rétrospective dans une série de 60 patients traités par cétuximab pour mCRC montre 

qu’aucune mutation de K-Ras n’est détectée dans les 11 patients répondeurs, tandis que la 

mutation de K-Ras est détectée dans 23 des 36 patients non répondeurs (0% versus 62%) 

(Personeni, De Schutter et al.). Dans une autre série de 27 patients avec un mRCR, 
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Romagnani et son équipe montrent que 10% des patients répondeurs sont mutés en K-Ras 

versus 53% des patients non répondeurs (Romagnani, Martin et al.).  

 

IV.7.2. L’inactivation de PTEN 

Plusieurs études précliniques sur des lignées cellulaires ont montré l’implication de 

l’inactivation de PTEN dans l’activation constitutive de la voie del’AKT /PI3K et la 

résistance à différents antagonistes de la famille EGFR (Bianco, Shin et al. 2003; Camp, 

Summy et al. 2005). Une étude sur 77 patients traités par cétuximab pour un cancer colorectal 

métastatique montre que l’expression de PTEN dans les tumeurs est corrélée à la réponse au 

cétuximab. PTEN est exprimée dans 10 des 10 patients répondeurs contre 6 des 17 patients 

non répondeurs (100% versus 35%).  

D’autres études plus récentes ont également montré l’implication du statut de pten analysé par 

la technique de FISH dans la réponse au traitement par cétuximab. Perrone et ses collègues 

ont montré sur 32 patients traités par cétuximab pour un mCRC une corrélation significative 

des mutations (10%) ou perte d’expression de pten (13%) (analysée par la méthode de FISH) 

et la résistance au cétuximab (Perrone, Lampis et al. 2008). L’étude de Razis et ses collègues 

sur 72 patients traités par cétuximab montre que 42% (18/43) des patients avec un statut pten 

normal sont répondeurs avec un temps jusqu’à progression (TTP) de 7,41 mois contre 13% 

(3/23) de répondeurs avec pten délété et une TTP à 5,28 mois (p=0.042) (Razis, Briasoulis et 

al. 2008).  
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IV.7.3. La voie des VEGF 

Une étude sur des lignées cellulaires de cancer de colon avec une résistance acquise au 

cétuximab (5 à 10 fois supérieure à celle des cellules parentales) montre une augmentation de 

l’activation de MAPK, de l’expression de la cyclooxygenase et du VEGF par rapport aux 

cellules parentales sensibles (Razis, Briasoulis et al. 2008). Une étude clinique dans une série 

de 39 patients traités par cétuximab pour un cancer colorectal métastatique (mCRC) montre 

qu’une faible expression intratumorale du gène VEGF (analysée par PCR) est corrélée à la 

réponse au cétuximab. La médiane du niveau d’expression du gène VEGF est de 4,63*103 

dans les patients répondeurs (n=2), 3,76*103 dans les patients avec une maladie stabilisée 

(n=16) et 6,56*103 dans les patients non répondeurs (n=11) (Vallbohmer, Zhang et al. 2005). 

 

IV.7.4. La voie de JAK/STAT 

STAT3 est activée dans divers cancers humain et joue un rôle important dans l’oncogenèse. 

Dans l’étude EVEREST, p-STAT3 a été analysée par immunhistochimie des biopsies des 

patients traités par cétuximab. Une augmentation majorée de p-STAT3 a été trouvée chez les 

patients répondeurs durant le traitement par cétuximab avant randomisation (Gebhardt, 

Zanker et al. 1999).  

 

IV.7.5. Inactivation de p21 

Une étude clinique récente dans une série de 31 patients traités par géfitinib associé à une 

chimiothérapie (irinotécan-leucovorin-5-fluorouracile) pour un cancer colorectal métastatique 

(mCRC) montre que l’expression de p21 combiné à la mutation de p53 est un facteur prédictif 

de la résistance à la chimiothérapie (Ogino, Meyerhardt et al. 2005). 
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L’inactivation de l’expression de P21 a été trouvée dans 43% des patients non répondeurs 

(67% avec P21 inactivée versus 25% avec P21 exprimée). 9% des patients non répondeurs 

exprimant P21 sont p53 mutés versus 69% des patients avec P21 inactivée ou P53 sauvage.  

 

 IV.7.6. Polymorphisme de Fc gamma R: 

Les anticorps monoclonaux comportent une région Fc fonctionnelle et dotée d’une activité 

thérapeutique potentielle. Cette région peut se lier à des récepteurs (FcR) exprimée au niveau 

des macrophages et des lymphocytes NK et déclencher le système ADCC. Un récent travail a 

montré que deux polymorphismes (FCGR2A-131H et FCGR3A-158F) favorables d’au moins 

un allèle ont une meilleure survie sans progression et une meilleure réponse au cétuximab que 

les patients homozygotes pour les deux polymorphismes défavorables (Zhang, Gordon et al. 

2006). 

  

  

 IV.7.7. Nombre de copies du gène EGFR 

Des travaux récents montrent une association significative entre le nombre de copies de 

l’EGFR et la réponse aux thérapies anti-REGF pour les inhibiteurs de tyrosine kinase utilisés 

dans le traitement des cancers pulmonaires non à petites cellules ainsi que pour les anticorps 

monoclonaux dans les cancers colorectaux (Moroni, Veronese et al. 2005; Frattini, Saletti et 

al. 2007).  

 

  IV.7.8. Mutations du REGF 

Les mutations somatiques du gène EGFR ont été identifiées dans le domaine à activité 

tyrosine et sont associées à la réponse aux inhibiteurs de tyrosine kinase. La mutation du gène 
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EGFR est également un facteur prédictif de réponse à la chimiothérapie. Toutefois, les 

mutations de l’EGFR ne représentent pas un facteur prédictif suffisant pour sélectionner les 

patients pouvant bénéficier d’un traitement par des inhibiteurs tyrosine kinase. Des mutations 

liées à une résistance aux traitements anti-REGF ont également été mises en évidence. 

 

 IV.7.9. Cross-talk EGFR-HER2 

In vitro, les lignées tumorales surexprimant HER2 sont sensibles aux agents anti-

EGFR. Une étude récente a montré une association entre l’augmentation du nombre de copies 

de HER2, évaluée par FISH, et la réponse au gefitinib. 

 

IV.7.10. Fonctionnalité des voies de signalisation en aval des HER 

Récemment notre équipe a montré l’intérêt de l’étude des niveaux d’expression des 

phosphoprotéines de signalisation en aval de l’EGFR dans la prédiction de réponse au 

cétuximab de cancers colorectaux non porteurs de mutation K-Ras. Dans ce cadre, les niveaux 

d’expression tumorale de phosphoprotéines de signalisation en aval de l’EGFR (p-MEK, p-

ERK1/2, p-AKT, p-GSK3b, p-P70S6K) ont été analysés par Bioplex® phosphoprotein array 

chez 42 patients porteurs de CRC et confrontés au statut K-Ras. Parmi les 42 patients, 12 

(28.5%) réponses objectives ont été observées (1 CR, 11 PR) avec une survie sans progression 

médiane (PFS) de 15.3 semaines. Les mutations K-Ras ont été observées chez 19 patients 

(45.2%) et associées à une absence de réponse au cetuximab (0/19 K-Ras mutés vs 12/23 

(52%) chez les non-mutés; p<10-4). L’absence de mutation de K-Ras est associée à une PFS 

supérieure (32 vs 8.6 sem., p<10-5).L’expression de p-P70S6K est plus faible chez les 

patients répondeurs que chez les non-répondeurs (p=.02). La PFS est supérieure chez les 

patients avec un niveau d’expression bas de p-P70S6K et p-MEK (hazard ratio de 2.44, 
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p=.007 et 1.89, p=.025). Parmi les 5 phosphoprotéines évaluées, seule p-MEK permet de 

prédire la PFS. L’expression de p-MEK est plus élevée dans les K-Ras mutés que dans les 

non-mutés (p<.04). K-Ras et pMEK apparaissent alors comme deux marqueurs prédictifs 

indépendants (HR 4.4, p<10-3 et 2.15, p=.03) (Merlin, Perkins et al. 2008). 
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V. Transfert de gènes 

 

Comme il a été mentionné plus haut, le cancer est principalement relié à des instabilités 

génétiques dues aux dérèglements des gènes impliqués dans la croissance cellulaire, 

l’apoptose, le cycle cellulaire et la réparation de l’ADN. Dans ce contexte, un traitement, 

permettant le transfert de gènes thérapeutiques dans les cellules cancéreuses pourrait présenter 

une alternative aux traitements conventionnels. C’est le concept de la thérapie génique. 

Depuis les premiers essais dans les années 80, cette technique a progressé du simple essai 

clinique à la commercialisation des premiers gènes thérapeutiques. Cependant, les stratégies 

de délivrance des gènes thérapeutique présentent de nouveaux challenges pour les chercheurs, 

les cliniciens et les instances réglementaires. Ont peut distinguer deux types de thérapies 

géniques. La thérapie génique des cellules germinales comprend toute thérapie effectuée aux 

cellules germinales transmise à la prochaine génération. La thérapie génique des cellules 

somatiques comprend toute thérapie effectuée aux cellules somatiques, elle n’est pas 

transmise à la génération d’après. Le gène d’intérêt thérapeutique peut être transféré sous 

forme d’ADN nu ou vectorisé à l’aide de molécules chimiques, de liposomes ou de dérivés de 

virus à ADN ou à ARN. 

 

V.1 L'ADN nu 

Le gène d'intérêt thérapeutique est inséré dans un plasmide bactérien et il est directement 

injecté dans les tissus ou dans les organes (Wolff, Dowty et al. 1992). Il n'y a aucune limite 

quant à la taille du gène thérapeutique mais cette approche est très peu efficace. L’ADN nu 

pénètre très difficilement dans les cellules et est facilement dégradé par les nucléases 

cellulaires. Toutefois, l'expression de l'ADN qui réussit à pénétrer la cellule est stable. 

Plusieurs techniques physiques ont été développées pour augmenter l’efficacité du transfert. 
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* L’électroporation 

L’électroporation est une méthode physique de transfection, elle consiste à appliquer un 

champ électrique sur des cellules mises en présence des ADN pour déstabiliser la membrane 

plasmique et permettre l’internalisation du gène thérapeutique (Wong and Neumann 1982). 

 

* Le bombardement de gène ou « gene gun » 

Cette méthode utilise des particules d’or d’environ 2�m avec de l’ADN plasmidique adsorbé 

sur leur surface. Elles sont ensuite propulsées sur des cellules en culture et internalisées dans 

les cellules (Tuting, Wilson et al. 1998). L’expression de l’ADN est stable. 

 

V.2. Les vecteurs viraux 

L’ADN est une macromolécule chargée négativement, la membrane plasmique est aussi 

chargée négativement ce qui rend difficile son passage à l’intérieur de la cellule. Afin de 

résoudre ce problème, des vecteurs viraux ont été utilisés afin de tirer profit de leur pouvoir 

infectieux. 

Un vecteur viral est un virus renfermant un génome viral modifié et où les portions du 

génome pour la réplication virale ont été remplacées par le gène thérapeutique.  

Les vecteurs viraux contiennent plusieurs membres dont les rétrovirus, les lentivirus, le virus 

Herpes Simplex, les virus associés aux adénovirus (VAA) et les adénovirus. Les 

caractéristiques des vecteurs viraux sont résumées dans le tableau 2. 
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V.2.1. Les rétrovirus 

Les premiers virus utilisés dans le transfert de gène thérapeutique sont les rétrovirus. Ce sont 

des virus à ARN simple brin de la famille des retrovidae. Ils rentrent dans la cellule cible au 

moment de la mitose, leur ARN est rétro-transcrit pour ensuite être intégré dans le génome de 

la cellule cible ce qui permet de conserver l’information génétique durant la division 

cellulaire. Le génome des rétrovirus contient deux régions appelées Long Terminal Repeat 

(LTR) séparées par les gènes gag, pol et env codant respectivement pour les protéines 

structurales, les polymérases et les intégrases ainsi que pour les glycoprotéines de surface 

(Kay, Glorioso et al. 2001).  

 

V.2.2. Les lentivirus 

Ce sont des virus à ARN monocaténaire dérivés des virus de l'immunodéficience humaine 

(VIH). Le génome des lentivirus, en plus de contenir les gènes de base des rétrovirus, contient 

deux gènes de régulation, tat et rev qui sont essentiels pour l'expression du génome ainsi que 

des gènes accessoires (Kay, Glorioso et al. 2001).  

 

V.2.3. Le virus Herpes-Simplex 

Le virus Herpes simplex de type 1 (HSV-1) est le virus herpes le plus utilisé en thérapie 

génique. Il est composé d'un ADN linéaire bicaténaire, il peut produire un effet cytotoxique 

pour les cellules tumorales tout en étant incapable de se répliquer dans les tissus humains 

normaux (Robbins, Tahara et al. 1998).  

 



 71 

V.2.3. Les virus associés aux adénovirus (VAA) 

Les VAA sont des parvovirus humains non enveloppés et avec une capside, ils nécessitent un 

virus herpes et un adénovirus pour sa réplication. Les VAA contiennent deux gènes pouvant 

produire plusieurs polypeptides: rep pour la réplication virale et cap pour l'encapsidation. Ces 

deux gènes sont entourés de régions ITR (inverted terminal repeat) (Kay, Glorioso et al. 

2001).  

 

V.2.4. Les adénovirus 

Les adénovirus sont des virus à ADN linéaire double brin et sans enveloppe. Les adénovirus 

se répliquent de façon très efficace. Le cycle d'infection de l'adénovirus se divise en deux 

phases: une phase plus précoce qui concerne l'entrée du virus dans la cellule hôte, le passage 

du génome viral au noyau cellulaire suivi par la transcription des gènes précoces et une phase 

plus tardive (Kay, Glorioso et al. 2001).  

 Les vecteurs viraux présentent un certain nombre de désavantages qui rendent leur utilisation 

chez l’homme discutable en terme de sécurité. Leur utilisation provoque des réactions 

immunitaires, en plus des possibilités d’insertion du génome viral pouvant entraîner des 

mutations insertionnelles. La taille réduite des séquences d’ADN pouvant être insérée dans 

ces vecteurs peut également s’avérer problématique.  
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Tableau 2: Caractéristiques de quelques vecteurs viraux. 

 

V.3. Les vecteurs non-viraux ou vecteurs synthétiques 

Les vecteurs synthétiques sont en général des polymères cationiques chargés positivement ce 

qui leur permet d’interagir avec l’ADN chargé négativement conduisant à la condensation de 

l’ADN et à son endocytose. La stabilité des complexes ADN/PEI dépend de la nature du 

vecteur. les caractéristiques des principaux vecteurs non viraux sont résumées dans le tableau 

3 
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Tableau 3: Caractéristiques de quelques vecteurs non viraux  

 

V.3.1. Les lipides cationiques:  

Le (N-[1-(2,3,-dioleyloxy)propyl]-N,N,Ntrimethylammonium chloride (DOTMA) est le 

premier lipide cationique synthétisé (Felgner, Gadek et al. 1987). Les lipides cationiques sont 

des molécules amphiphiles (Wasungu and Hoekstra 2006) chargées positivement permettant 

des interactions électrostatiques avec les charges négatives de l’ADN et aboutissant à des 

lipoplexes. Ces lipoplexes transmettent l'ADN aux cellules cibles par fusion avec la 

membrane cellulaire et par endocytose. Ces vecteurs peuvent contenir de grande quantité 

d'ADN. 

 

V.3.2. Les polymères cationiques:  

Les polymères cationiques condensent fortement l’ADN et sont capables de transfecter de 

façon stable ou transitoire différents types cellulaires. Les molécules les plus utilisées sont la 

polylysine (PLL) et le polyéthylènimine (PEI). 

 

Inconvénients

Avantages

Expression

Inconvénients

Avantages

Expression

Interaction avec les protéines 
sériques

courte durée d’expression
toxique

absence de spécificité

compacter les plasmides de grandes 
taille 

efficacité d’expression
non immunogène in vivo

peu immunogène 
production simple

possibilité de couplage pour ciblage 

transitoiretransitoire

PolyéthylénimineLipide cationiques

Interaction avec les protéines 
sériques

courte durée d’expression
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 V.3.2.1. L’exemple du polyéthylenimine:  

Le polyéthylenimine (PEI) est un polymère cationique fortement chargé, un atome sur 3 est 

un atome d’azote qui peut être protoné, il a été mis en évidence en 1995 pour son efficacité à 

la fois in vitro aussi bien dans les cellules adhérentes ou en suspension et in vivo (Boussif, 

Lezoualc'h et al. 1995; Ferrari, Moro et al. 1997). Il existe sous forme branchée ou sous forme 

linéaire en fonction de son mode de synthèse (Figure 20). Le PEI branché est synthétisé à 

partir de l’aziridine par catalyse par un acide. La polymérisation par ouverture du cycle de la 

2-ethyl 2-oxazoline conduit à un polymère substitué qui par hydrolyse peut être transformé en 

PEI linéaire. Le PEI linéaire est commercialisé sous forme (Exgen500®, jetPEI®). Les poids 

moléculaire varie entre 5 et 25 kDa. Les poids moléculaires plus importants présentent une 

cytotoxicité importante. L’efficacité de ce polymère tient à ses capacités à condenser l’ADN 

et à piéger les protons grâce à ses groupements azotes protonables, la densité de charge est 

liée au pH (Godbey, Wu et al. 1999). En effet, à pH neutre, 20 % des amines sont protonées 

alors qu’à pH acide le niveau de protonation peut augmenter à 40%. Son innocuité a été 

montrée par son utilisation dans la purification d’eau. Les polyplexes PEI/ADN sont décrits 

en fonction du ratio N/P (l’azote apporté par le PEI et le phosphate par l’ADN. Le ratio 

PEI/ADN agit sur la taille du polyplexe. Plusieurs polyplexes avec différents ratios allant de 5 

à 20 ont été testés, et il a été montré que la transfection par des polyplexes à très fort ratio sont 

toxiques et qu’un faible ratio augmente la taille et l’agrégation des polyplexes à cause des 

interactions hydrophobes et des interaction de Van der Walls. 

Le polyplexe PEI/ADN formé rentre dans la cellule par endocytose. L’endosome fusionne 

ensuite avec un lysosome pour permettre la dégradation des éléments endocytés. Avant de 

fusionner le PEI engendre l’éclatement osmotique des endosomes du fait de sa propriété 

d’éponge à proton. L’entrée massive de protons dans l’endosome par effet tampon du PEI 

permet l’entrée de contre-ions. L’entrée massive des ions entraîne un choc osmotique et la 
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libération des polyplexes dans le cytoplasme (Kichler, Leborgne et al. 2001; Akinc, Thomas 

et al. 2005). La sortie des endosomes permet le passage de l’ADN vers le noyau et 

l’expression du gène d’intérêt. Il a été montré que l’ADN complexé au PEI est accessible aux 

enzymes de transcription in vitro (Bieber, Meissner et al. 2002). Le passage de l’ADN à 

travers la membrane nucléaire se fait par les pores nucléaires au moment de la mitose. Il a été 

montré que l’efficacité de transfection est plus importante sur des cellules en phase S/G2 que 

sur des cellules en phase G1.  

 

 

 Figure 20: Structure du PEI linéaire et du PEI branché. 

 

 

V.4. Internalisation photochimique :  

De nombreux vecteurs entrent dans les cellules cibles par endocytose et l’efficacité de 

transfert des gènes thérapeutiques nécessite leur échappement des vésicules d’endocytose et 

leur translocation dans le noyau. La libération des gènes des endosomes reste une barrière à 

l’efficacité du transfert. Afin de potentialiser la libération des gènes thérapeutiques des 

endosomes une nouvelle technique a été développée, nommé internalisation photochimique 

(PCI).  
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L’internalisation photochimique (PCI) est un procédé original qui permet d’accroître la 

pénétration intracellulaire des macromolécules ou des complexes supramoléculaires 

(protéines, plasmides, polymères) (Berg, Selbo et al. 1999). La PCI repose sur la destruction 

photochimique des vésicules d’endocytose obtenue par photoirradiation de cellules ou de 

tissus préalablement exposés par à un agent photosensibilisant se localisant au niveau 

membranaire (Berg, Prasmickaite et al. 2003; Hogset, Prasmickaite et al. 2004) (Figure 21).  

L’efficacité de la PCI dépend très étroitement du photosensibilisant utilisé. Il s’agit en général 

de dérivés de porphyrines ou de phtalocyanines (TPPS2a, AlPcS2) qui vont dans un premier 

temps s’insérer dans la membrane plasmique (Prasmickaite, Hogset et al. 2001). Après 

endocytose, ses molécules se retrouvent dans les membranes des vésicules d’endocytose. 

L’exposition à la lumière induit alors la photodestruction de la vésicule et la libération de son 

contenu au niveau intracytoplasmique. Afin d’obtenir l’activité maximale des molécules ou 

complexes internalisés, il est nécessaire de maîtriser la cytotoxicité inhérente à ce procédé en 

optimisant les paramètres photodynamiques (concentration de photosensibilisant, dose de 

lumière, irradiance). Il a été montré que l’utilisation de la PCI permettait d’accroître 

l’internalisation de macromolécules exogènes (protéines, ADN) ne pouvant spontanément 

entrer dans la cellule. 
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Figure 21: Principe de l’internalisation photochimique.  

Le photosensibilisant (PS) et le polyethylenimine (PEI) s’incorporent dans la membrane plasmique des cellules 

cibles (1). Formation des endosomes photosensibilisés contenant le PEI (2) . Après irradiation avec une lumière 

à la longueur d’onde spécifique, le photosensibilisant excité produit des espèces réactives de l’oxygène, 

l’oxygène singulet en particulier ce qui entraine la dégradation, la rupture de la membrane et le relargage du PEI 

dans le cytosol (3). 
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VI. Objectifs du travail: 

Nous venons de rappeler que la cellule est régie par une multitude de gènes dont le rôle 

principal est de maintenir l’intégrité du génome et de contrôler la prolifération. La mutation 

de certains de ces gènes entraîne une instabilité génétique menant à la dysfonction de la 

cellule, l’accumulation des mutations génétiques au cours des divisions cellulaires entraîne 

progressivement la cellule vers un état tumoral. L’inactivation des gènes suppresseurs de 

tumeurs est une des premières étapes du cheminement d’une cellule saine vers un état 

tumoral.  

Dans notre étude, nous nous sommes particulièrement intéressés à deux gènes suppresseurs de 

tumeur, p53 et pten.  

Il a été démontré que la restauration du gène P53 dans ces cellules avait un effet anti-tumoral 

important dû à l’arrêt de la croissance cellulaire et à l’induction de l’apoptose. Il a aussi été 

montré que l’utilisation de la thérapie génique par p53 combinée avec la radiothérapie ou la 

chimiothérapie éliminait plus efficacement la tumeur que ces traitements appliqués seuls.  

Le gène pten est impliqué dans la régulation de la prolifération cellulaire et la survie des 

cellules normales. Les mutations de ce gène contribuent directement à la transformation des 

cellules. Le rétablissement de l’expression de pten a pour conséquence une diminution de la 

croissance cellulaire. Il a aussi été montré que la perte de la fonctionnalité de la protéine 

PTEN était associée à la résistance au cétuximab via l’hyperactivation de AKT. Dans cette 

même étude, il a été montré que l’inhibition de l’activité de la sensibilité cellulaire au 

cétuximab est également restaurée. D’autres études mettent également clairement en évidence 

que l’expression de la protéine PTEN pourrait constituer un marqueur de la sensibilité 

cellulaire aux inhibiteurs de HER. 
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La thérapie génique a suscité et suscite encore des grands espoirs dans le traitement des 

cancers par restauration de la fonctionnalité des différents gènes suppresseurs de tumeurs. Les 

vecteurs viraux furent les premiers utilisés sur la base de leur pouvoir infectieux mais peuvent 

être immunogènes, peuvent modifier les génomes par des mutations insertionnelles et 

impliquent des difficultés techniques; C’est pourquoi des vecteurs non viraux ont été mis au 

point tel que les polymères cationiques parmi lesquels nous avons choisi le polyéthylénimine. 

Le but de ce travail a été d’étudier l’intérêt d’une nouvelle méthodologie de transfert de gène 

par vectorisation non virale appliquée à la restauration de l’expression des gènes suppresseurs 

de tumeurs p53 et pten et d’évaluer la capacité de la technique d’internalisation 

photochimique a améliorer son efficacité de transfert. 

Nous avons ensuite évalué l’impact du transfert des gènes suppresseurs de tumeurs p53 et 

pten sur la réponse cellulaire au cétuximab. Pour cela nous avons mis en place plusieurs 

études, utilisant différentes lignées cellulaires caractérisées par leurs anomalies géniques 

touchant les gènes p53 et pten.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 80 

VII. Travail expérimental 

 

VII.1. Prolongement de la durée d’expression du transgène et mort cellulaire 

après combinaison de PEI tétraglucosylé et de la PCI pour le transfert du gène P53 au 

sein de cellules humaines de cancer épidermoïde de la tête et du cou. 

 

Ndoye A, Bouali S, Dolivet G, Leroux A, Erbacher P, Behr JP, Berg K, Guillemin F, 

Merlin JL. 

International Journal of Oncology 2004;25(6):1575-81 

Résumé 

 

P53 est fréquemment muté dans les carcinomes épidermoïdes de la tête et du cou. Le 

transfert du gène p53 sauvage a permis l’induction de l’apoptose in vitro et la régression 

tumorale in vivo et la essais cliniques de thérapie par p53 sont habituellement effectuées par 

des vecteurs viraux. Les vecteurs non viraux sont de plus en plus utilisés comme alternative 

aux vecteurs viraux. L’internalisation photochimique (PCI) est une technique décrite comme 

permettant d’augmenter l’efficacité des vecteurs non viraux.  

Cette étude a été réalisée sur la lignée cellulaire de carcinome de pharynx exprimant une 

protéine P53 mutée. Le statut mutationnel de p53 a été validé par séquençage. Les FaDu ont 

été transfectées par le PEI tétraglucosylé (PEI-Glu4) couplé ou non à la PCI et la protéine 

fluorescente (GFP) a été utilisée comme gène rapporteur pour déterminer la cinétique du 

transfert de gène par PEI-Glu4 couplé ou non à la PCI. L’étude de l’induction de l’apoptose a 

été réalisée après transfert du gène p53 dans les conditions optimales. L’apoptose détectée par 

la mise en évidence de l’externalisation des phosphatidylsérines, analysée par cytométrie en 

flux, et la mort cellulaire à long terme par des essais clonogéniques à 10 jours.  



 81 

Le séquençage a montré une mutation ponctuelle au niveau du codon 248 dans l’exon 7 du 

gène p53, une conversion de G vers T impliquant une substitution d’une arginine par une 

leucine qui a pour conséquence l’expression d’une protéine P53 tronquée et exprimée dans 

plus de 90% des cellules non tranfectées analysées par immunocytochimie. Le transfert du 

gène p53 par PEI-Glu4 couplée à la PCI a augmenté significativement le niveau d’expression 

de la GFP et ce quelque soit la solution de formulation des complexes. L’analyse de la 

cinétique d’expression de GFP entre 24 et 144h a montré que la PCI a permis d’augmenter le 

niveau d’expression du transgène et reste maintenue jusqu’à 144h (10%). Le transfert de p53 

par PEI-Glu4 couplé à la PCI a été réalisé dans ces conditions et a permis la restauration de 

l’induction spontanée de l’apoptose entrainant une augmentation significative de la mort 

cellulaire à long terme (50%).  

Le transfert du gène p53 sauvage par PEI-Glu4 et PCI a permis de potentialiser l’efficacité de 

la transfection et la mort cellulaire dans la lignée cellulaire de carcinome de pharynx, FaDu.  
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Abstract. p53is frequenlly mulated in head-anel-neck
squamous ccli carcinoma. Wild-type p53 genc transfer
induces apoptosis in \ itro and tumor regresslon in l i\ 0 and
clinical investigations of p53 gene therapy have been reported,
mostly lIsing viral vcctors. Non-viral vcetors are incrcasingly
being used as an alternative 10 viral veclors and photo
chemical internalisation (PCl) or non-viral \ ectors has been
reported lo yield high gene lransfer elliciency. The p53
l11utatecl stalus of PaDu hUI11'111 pharynx carcinoma cell line
was fïrst assessed by DNA scquencing and the ceIls were
lransfeclcd telraglucosylatccl polyethylcnimine (PEl
Glu4) in conjuncüon with photochemical internalisation (PCI).
The green fluorescent protein (GFP) was uscd as a reporler
l'or dctcnnination of the transgene expression kinelicswilh or
wilhoul PCI. p53 gene transfer was perfonncd in thcse
optin1ised conditions, and subsequent induction or apoptosis
was investigated by fJow cylomctric detcrmination of the
phosphatidylserine cxlcrnalisation. Long-Lerm ccII clealh was
asscsscd using colony forming assays. DNA scqucncing in
FaOu cclls showed a G/T point 111utalion al codon 248 in
exon 7 of p53 gcnc, rcsuhing in an arginine-to-leueinc
substitution. As '1 consequence, P53 was shown 10 bc exprcssed
in >90CJél or 11l1treated ccIls lIsing immunocytochen1islry.
Using PEI-Glu4 as vcetol' PCI was round to signil ieantly
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cnhance GFP gene transfer v·/hatcvcr the formulati( n solution.
Transfcction clTicicncy \vas signi lïcanlly increascd wilh pel.
GFP expression kinetics 24-144 h) clemonstrates lhat PCI
induccs slistained transgene expression with > IOlft of cells
remaining transl"ccted aflcrl44 h. In such conditions p53 gcne
(ranSrCr lIsing PEI-Glu4 and PCI. rcsullcdin sponlancous
induction or apor tosis. As a consequence long-term ccli dcath
wns signi Iïcantly cnhanccd artcr vlt-p53 gene transfer whcn
pel was uscd, rcaching up to 50c7(; cciI dcalh. Wild-lypc p53
gene transfcr using PEI-Glu4/D A complexes and PCI,
yields , lIslaincd lransgene expression and induces cciI death
in p53-mutated FaDu cclls.

Introduction

p53 (umor supprcssor gcne abnormalitics are l'requently
c!etcctcd in human cane "'rs including hC'ld and neck cancers
in which mutant p53 statlls is found in nearly 500/0 or the cases
and is associatecl \vith pOOl' p]'( (1,2). 'fhereforc restoring
tumor-suppressor gene expression in cclls pl'esenling genelic
abnormalilics })y rneans or cxtcrnal gene transrer has bcen
-xtcnsivcly invcstigatcd. Incl cd. sponlancous induction of
apoplosis has becn cvidcnced after\Nild-typc p53genc transfer
in human tUInor rnolCls in \i/,.o and in \ivo Llsing either
viral (3-7) or non-viral (8,9 vcctors. Furthcr, in clinical
trials, induction or ,'ignificanl tumor regression artel' p53
adenovirus-g ne thcrapy was l'cportcd in hcad and neck
tumors ( 10).

\\then non-viral vcctors :uch as lipoSOlrleS and po\ycations
(11) are Llsed, the main drawback is tbeir 10\\1 transfcclion
ratc comparee! to that of viral vcctors. The ellicicncy of gene
lransrer and complcx stabilily 1re inrlucnced by several
paramet "'1" including charge ratio, the sil.c of complexes
and formulation medium 12-15). SC\ eral sludies climing at
cnhancjng Ihcir lransfcction cfficiency by improvi ng their
cellular uptakc or their physico-chcm ical propertics have
been reporlecl 16). Among non-viral vcclors, PEI derivativcs
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appear as potent vectors (17) for both in vitro and il1 l il 0

gcne transfer (18 19) and glycosylated PEI dcrivativeswcre
rcported lo yicld higher transfeclion rates than unsubslilutcd
PEI (9,12).

/11 viro, wc recenlly reported that g]ucosyJated PEI-nlediated
wt-p53 gene transfcr was able lo achieve long-ternl turnor
growth inhibiLion following interactive inlralunloral injection
of PEI/DNA cOInplexes (8). The use of efficient and specific
technologies such as PhotoChenlical Internalisation (PCI) for
delivery of molcculcs into the target cells would be very
intercsting lo l'ully exploit the potential of macrolnolccular
drugs (16).

PCI has been de$cribed as an innovalive procedure for
releasing Inacromolecules l'rom endocytic vesicles to the
cytosol of target cells (20-22). This technology is based on
1ighl-i nduced dei ivery ofmacromolecules such as DNA
proteins and other therapeutic molecules into the cytosol
(16). Rupture of the endocylic vesiclcs (IysosOlnes and cndo
sOInes) is pholochemically indueed by incubation of the cells
wilh a photoscnsitising compound prefercntially Iocalised
in themClllbranc of these vesicles (23), followed by the
illun1Înation al awavelength specifie lo the photosensitiser.
PCI has becn reported to enhance the gene clclivery potential
of adcnovirus as weil as non-viral veetors such as polylysine
and liposolnes (24-26). Our lasl in vitro results (27) showed
that coupling PCI with tetraglucosylaled PEI (PEI-Glu4)
I11ediated wt-p53 gene transfer reached l1igh lransfection rates
and biological activity.

The present study \vas designed to optimise the PCI of
PEI-Glu4-DNA cOInpIexes and wt-p53 gene transfer in vifro.

We firsl evaluated the influence or the fonl1ulation IDedium
or PEI-Glu4/DNA cOlnplexes on PCI-Jnediatcd gene transfer
efficiency. The effect or PCI on the transgene expression
kinetics was evaluated in a second stage. In these optimized
experimental conditions, cell death induction following wt-p53
gene transfer was finalJy analysed.

Nlaterials and nlethods

Cell clllture. Cell culture plastic ware \vas purchased from
Costal' (Dulscher Brurnath, France). Culture Inedia and
addilives were l'rom Lire Technologies (Eraany ITance) except
fetai calf serurn, wllieh was fromDutsehcr (Brunlath, France).

Cel/fines. CclIs were cultured in phenol .red-free RPMI-1640
nlcdium supplenlenled with 1O~) heat inaetivalcd l'etai cal r
serum (FCS) and 17'0 antibiotics penicilIin-streptomycin
mixture, at 37°C in a 50/0 CO2 atmosphere.

p53 /JI,[{lation aJlalysis. 1'0 identify ps3 gcnornic stalus or
hUlnan hcad and neck carcinonul FaDu cells and of hUIllan
breasl carcinonla CALsl cells, DNA aulomated iluoreseent
scqucncing analyses were perforrned. BrieHy, PCR was per
fonlled using four pairs or prirners covcring exons 2-9 and
including flankingintronic splicing sites (one pair for exons
2-4, one for exons 5 and 6, one for exon 7 and one pair for
exons 8 and 9), in a 20 ~l valunle containing 10 nlnlol!] 1'1'is
HCl, 50mnlolll KC11.s Inrnoll) MgCI2, 0.2 Inn101/1 deoxy-

nuclcotide triphosphates, 0.5 nllnoJ/I of each prirner and 1 J.lg
of genornic DNA. The rcactions were carried out using a

Pcrkin-Elnler/Cetus thermal cyclerlnoclcl 9600. The PCR
producls were then puri fied using Sephacryl S400HR
(Anlershanl-Phannacia Biolech~ Les Uli: l France). Purified
rra gm c n ts we reusc cl 1'0 r scq LI Cnc i ng w i 1h a Thenn 0

Sequenasc™ Dye Terminalor Cycle Sequencing kil
(Amersham-Pharlnacia Biolech), lIsing lhe saIne peR
primers. Artel' puri ricalion with Biogel Pi 0 (BioRad) the
producls werc sequenced using ABI 373 aulomatcd DNA
scquencing sy~tem (Applied Biosystem).

P53 expression ollolysis /lsÎng Î1l11llllJI0Cj toc!telllist ry.
Trypsinizcd cells 'vvere iïxedin Preservcyt® (Cytyc, Montrouge,
France) and sliùcs (Thin prcp(iy) were preparcd according ta
ll1emanufaclurer's rccon1mendalions. Thcn immunocyto
chcmistry was Inacle arter digestion in 10 mmol/l citrate bufTcr l

pH G.O. Briclly the slides \-vere treated by hydrogen peroxide
and glularaldehyde al O.05~. The c'Ils were then slained
with DO? monoclonal antibody (Dako, Trappes, {'rance) at
1:50 dilution in phosphalc-hulTercd saline (PBS) for 32 min al
l'nom tCJnperalure \-vith a basic deleclion kil (Yenlana, I1lkricb,
France) llsing biolinylaled imnH1I1og1obulin secondary anti
body accordi.ng to thcmanufacturer's recomlnendalions. The
chrolnogen subslrate \,vas diaJninobcnl.idine. A light hcmato
xylin counterslaining was applied l'or nlicroscopic exarnination.
Appropriate positive and ncgative controls werc evaluated.

PlaSl11ids. p.·'GF"P-C3 (Clontech, Montigny le Bretonneux
France) and pNCNco DrJ.-M. Heard, Institut Pasteur Paris,
France) encoding respectively the green fluorescent protein
(GFP) and the P53 prolcin lmder the control of the cytolnegalo
virus promoler were usee! in lhesc experirnents. Plasmidswere
purified 1'1'0111 Escherichia coli llsing Gibco BRL Concert™
Maxiprcp columns (Li Cc Technologies).

Chel1lÎcals. Tctraglucosylaled derivative of linear 22 kDa
polyelhylellill1Îlle (PEI-Glu4; Glcu4Glcu.4Glcu.6Glc) (28)
was obtained from Polyp]us-transfccüon anclwas diluled in a
sOkJ glucose or in a 9%0 NaCI solution.

TPPS2a (Lumil'rans®), a mcso-lelraphcnylporphine with

two sulfonate groups on adjacent phenyl rings was used as
photosensitiser and was kindly proviclcd by PCI Biotech
(Oslo, Norway). LumiTrans was dissolved in dimethylsulfoxidc
as a 350 J1g/ml slock solution. Unless othervvise indicaled, al]

other rea(jenls were purcI1ased l'rom Si~nla (Saint Quentin
Fallavier, France) an 1 were of molecular biology grade.

Ligltt source. Lumisourcc f19 (PCI Biolech) v-,Ias used as light
source. Lumisource is a bank of 4 fluorescent tubes dcsigned
to provicle hon1ogeneous illulninalion of the treatInent area,
emiltin(T mainly bille light with a peak al 420 mn. The Iighl
cmission from the illumination area was 111easurcd and
showed a l1igh hOlnogeneity \vith a fluence rate of 1O±O. J

InW/cn~2 over the 1ight field.

Cell transfeclion and PCI procedures. PCI experiInenlal
conclitions were establishecl accorciinO' lo our prcvious results
and the PCI conditions inhibiling <30~) of the ccli growth
were selecled as oplilnal cxperirnental condilions as already
reporled (28).
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Briefly i'nDu cclls were sccdcd in 24-well pintes 48 Il
bcl'ore transfeclÎan. When PCI was used, 24 h afLer seeding, the
cclls were incubated for 18 b in RPMI medium containing
0.1 ~tg/ml TPPS2a al 37°C and kept in the clark unlil the end of
the prolocol.

fiefore transfcelian, the cells were washed with PBS
and suppleH1CtHCd with rresh serum-freemeclium. Plasmid
(pEGFP-C3 or pNCNeo) (4 ~tg) and the corresponding
amounl or PEI-Glu4 were both scparately preparee! in a 5~)

glucose, or in a 9<1(;0 NaCI solution. PEI-Glu4 was used at a
charge ratio or rive (l'ive amino groups pel' phosphate group)
(28). PEI-Glu4 solution \·vas thcn mixed with plasmid and
100 ~tl orthe resulling mixture was adcled to each weIl.

PClwas pcrfonned artel' 2 h of incubalion by submitling
the cclls for 30 sec to blue light emittcd by Lumisource(K.
Cells were tben re-incubated for different period time berore
bcing lested for trans~ene expression.

CFP e..rpressioll. GFP expression was evaluated using now
cytometry (FACSCalibur, Becton-Dickinson, Meylan, France)
in cciI suspensions containing 105-106 cells/ml obtained
arter lrypsinizalion or 24-well dishcs as already reporled
(927).

The in Ilucnce or the dispersing solution (yra glucose, or
9%0 NaCI) on the transrcclion ralewas evaluated 24 and
48 h artel' transfectÎon. 'l'hen under the optimal conditions
GFP expression kinetics \vas analysed l'rom 24 lo 144 h after
transfcction on al Icast 10,000 cells.

p53 gene e.xpressioll. p53-mRNA expression was analyzed
using serni-quantitative RT-PCR vvith B2-microglobulin 1
(B2M1) as reference gene as already reported (9).

Apoplosis meaSllremenf.)·. Quantitative analysis of apoptosis
induction was perfonned by flow cytometry (FACS Calibur)
using annexin V-propidiuJl1 iodide double Iabeling
(ApopTESTTlVI, Oako, Trappes, France). Brieny, the cclls
were eu1tured on 24-well dishes and allowed to grow l'or 24 h.
Thel1, according lo the transfeclion protocol (with or without
PCI), the cell ' were incubated with TPPS2a for 18 h foLlowed
by incubation wilh PEI-Glu4/p53 complexes. Fourty-eight
hours artel' transfeetion, the eells were washed with PBS and
re-sllspended in cold buffer solution before being incubaled
1'01']0 min in ice with J ~tl ofannexin V/FlTC and 2.5 pl of
PL Aner this incubation 250 Jil of cold butTer solution was
added and the samplcs were analysed using fIow cytometry
with excitation at 488 nm. Results were expressecl as
annexin V-FITC labelled apoptotic ccli l'raclions.

Colon) fornûng assay, Colony forming assays were performed
arter the p53 gene transfer. BrieI1y, thc cells were seeded in
24-wcll disbes and allowcd to grow for 24 h before bcing
photosensitised (in the case of PCI) by an l8 h incubation in
RPMI medium containing O.] pg/ml TPPS2a . rI hen, the cells

were transfected with PEI-Glu4/p53 complexes alone or
l'ollowed by PCI and allowed Lü grow l'or two days. Al'ter this
incubation period, the cells werc harvested counted and
secded in 6-welJ dishes at 200 cells/well and allowed ta grow
for JO days. The colonies formed were then stained using
crystal-violet and countcd. Ccii death fraction was

dèterm ined by comparin~ Iri1l1sfeclecl eells, with or without
PCI with conlrols consisting or cells lransrected with irrelevant
PEIIGFP complexes,

St(lIistica/ (lna/ysi.v. Unlcss indicated, all experitnents were
performcd in lriplicélte and results arc prcscnlcd as mean
values ± standard devialion.

Non-parametric ivlann- Whitney test was cmployed to
dctermine the stalislical signilïcancc ",vith a limil scl to
P<0.05 using Slalview 5.0 software (SAS Instilute Ine.
USA).

Rcsults

p53 l1l11totioIlO/ sta/us. Charactcrii'.ation of the p53 status of
1:"aOu cells by ONA scquencing showed a Grr point mutation
at codon 248 in eXOll 7, resliltingin arginine to leucine
substitution (FiQ. lB).Thc wild-lypc p53 stalus was round
in lhe human breast carcinoma CAL5l ccII lincFig. lA)
which was uscd as a control.

As a consequence using imtnUllocytochenùstry, P53
prolein expression was observed in approximately 20'*; of
the control wild-type CAlS 1 cclls (Fi g. 1C) and iIl >900/0 or
untreated p53-mutatcd FaOu cells (Fig. ID).

CFP geJle trall.\fer. The inlluence or the dispcrsing solution
)1) lhe transfection rate was stlldicd using a 50/0 glucose or a

9%0 NaCI solution for preparalion of the PEi-Glu4/GFP
complexes. Using the slandard transfection procedure (4 Jig
ONA/wc.11 conlaining 10;' cells), PEI-Glu4 mediated GFP
gene transfer was mesurecl in FaOu cclls 24 and 48 h artel'
transfectionwilh or withollt pel (Fig. 2A).

PCI was round to signifïcantJy (p<O.()2) increase lhe
GFP-expressing cclI population 48 h artel' lranst'ection
irrespcclive or the dispersing solution. The transfected cclI
population was highcr whcn the PEI-Glu4/GFP complexes
were fonnec! in 5~J glucose solution than whcn the complexes
were formeclin 9%0 NaCI solution. GFP transfcction rate was
significantly highcr (P<O.02) 48 h arter transfection when
PEI-Glu4/GFP complexes were forlnulated i.n 5%; glucose
solution anel transfcrred using PCI. ln such optimised
conditions GFP-expressing cells re'lched 480/0 of the total
ccli population (Fig. 2B).

CFP expression kinetics. GPP expression analysis was per
rormecl using llow cytomelry 24, 48, 72, 96 120 and 144 Il
arter transfection or PaOu cclls usi ng PEI-Glu4 alone or
associated with PCI (Fig. 3 . PCI was round to enhance the
GFP cxpressing FaOu population at 48 72 96 120 and 144
but not 24 h artel' the transrection. Whcn PCI was used, the
lùghest transfection level was achieved 48 h arter trans
fcction, with nearJy 50%) or the tOlal ccii population expressing
the transgenc. This value decreasecl progressively and still
remained > J00/0 144 h arter the transrcction. Using PEI-GJu4
<liane, the maximum of GFP expression was achieved 24 h
artel' transfection (25%) and c1id not signi lïcantly vary until
48 h. lt then decrcased raster than with PCI reaching
approximatelyIO*) 96 h arter transfection.

In sllmmary, the lise of PCI lecl to sustained transgene
expression in FaOu cells. The hi~hesl lcvel 5)1' transgene
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Figure 1. Direct DNA ~CqllCllCillg an:llysis of p51 ,gcnolllic staltl$ of CALS J control (1\) and ullln.:atcd F;I[)u (B) œil tilles ;md 1'5:\ prolcin c.I>prcssion analysis
in wikl-IYpC pS) CALS 1 (e) and p53 IlHI1<llcu FnDu (1) œlls. G ·r Illutalion \Vas observed in F;lJ)U œlls al l:odon 248 in CXOIl 7 n.::sulting in argininc 10
leucine substitution. CALSI (C) and FaDu (D) P53 c:.;prcssiol1 \Vas analyscd by im1l111lloc)'lochcrnislry \Ising D07 monoclonal alllibouy slaining. The images
arc rcprcscllialivc liclds sclcclcd for qualitative observation of DO? rnolloclon:ll i\nlibody labcling.

60

Piglln.: ~. GPP èXIH'èssillg kinclics in FaDu œil line as lllCaSUl'èd by now
cytollletry l'rom 24 10 144 h alkr GFp genè InHlsfi.:r \Ising PEI-Glu4 alonc
(A) 01' eOlllbillèd wilh l'CI (.). Control c:q>l:rimcnts consislcd of
lliltransfcclctl cclls (.) alld œlls c.... poscd la l'CI Wilho\ll DNA (u). IksullS
arc exprcsscd as GFP cxpressillg œil fractioll and arc prcscl1h:d as mean
vnilles of ill kasl thrcc inticpclldclll expcrilllcills. Errol' barli arc standard
dcvimiolls.
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expression ratio (RER) was calculated lIsîng B2-microglQbulin 1

mRNA as relerence. In p53-l11utated FaDu cells, basal
expression 01 p53 mRNA (RER=0.3) \Vas detccted. In
lnlnsfccted cclls, p53 IllRNA exprcssion was sîgnîlïcantly
(P<0.01) incrcased (4.5-lold). No dillerence in expression
was rOLlnd bCI\Vcen cells Iransrcclcd using PEl-Glu4 and
those translccted using pEI-Glu4-pCI, \Vith RER's 01 lA and
1.3, respcctivcly.

B

A

expression occurrcd 48 Il al"tcr lransrection and exprcssion
rcmaincd signilicant up la 144 h.

rigurc 2. Influcnœ of Ihe dispo.;r:;ing solution of PEI!J)NA complexes on
GFP gcnc Irallsfcr efticicncy. The cclls \Verc Irnnsfccted \Vilh PEJ-GI1I41
Grp complexes fonnulaled in 9%0 NaCJ (Glu4-NaCI) or 5% glucose (Glu4
glc) solution wilholll or wilh PCI. (A), The Iransgene expression was
llIeasul"cd by now cylomelry 24 and 48 h aher Irnnsfeclion. Reslilts arc
cxpressed as mcan vaIlles of Grp cxpl'cssillg ccII populations of al lcasl
Ihn:c îndependclli cxpcrimcllls. Errol" bars arc standard dcvÎalions. (13), Re
prcsentatÎve distributioll histogra11ls obscrvctl 48 h artel' lransfection of
PEIIDNA complexes in 5% glucose solution.

,,53 gelle Il'w,sjer. l'53 mRNA expression \Vas measured 48 h
alter transleetion using ln-l'CR (Fig. 4). l'53 mRNA relative

IJiological aclivily 0/1'53 gelle Irf/mler. Induction 01 apoptosis
was studicd by Ilow cylolllciry llsing anncxin V/flTe labcling
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.- p53

ccII dcalh 10 levcl up 10 32±3%. PCI \Vas round 10 rurthcr
enhance cylolOxicity by IA-rold (P<O.OS) \Vilh ccii dealh
l'eaching 51±6%.

Discussion

MW _,__+_ F Fg4 Fpei

Controls Assays

Figur~ 4. SCl1li-QU:llllil:ltivc RT·PCI{ l'53 mRN/\ expression :lnalysis in
foaDU œlls 48 Il artel' lransfcuion. (.), ncgalivc control (water): (+), positive
L:otlll'oi (wil<l-typc [>5J CALSI cdls); (F). 1I1itransll;(,;\cd raDU œlls: (Fg4),
Fal)u œlls lransfcclcd using PEI-Glu4: (Fpci). FaDu l..:dls tr:lIlsfl;l:tcd using
PEI-Glu4 and PCI. ll~'lllicrogloblllin 1 (l~2M 1) \Vas uscd as housckccping
genc.

The p53 tUlllOl' suppressor gene is onen mutated În neoplastÎc
cclls and in llcarly 50% or lhe head and neck cancers and
is assoeiated with pOOl' progllosis (1,2). Restoration or the
ability or (lirhor cells bearing p53 gene Illutation 10 express H

fllllctionai P53 pl'olein cOlllcl be an important means or
destroying lhe carly cancer clones and has bcen ex(ellsively
investigated ill vilm (6) and ill vivo (8). p53 gene therapy
clinical trials have bccn reported in Ill<lny cancer types
inclucling head and neck (10) in which encouraging reslilts
were rcpol1ed \Vith signilïcanl tumar gro\Vlh inhibition alkr
adellovirus-Illcdiatecl p53 gene transfer.

Viral vcctors arc Illainly used l'or genc transfcr, because
or their powerful celllllar inreClion potency. Non-viral vectors
such as liposomes and polycalions (II) and in particular PEI
dcrivatives, arc increasingly lIsed as an alternative to viral
vec.lOrs. Unf"ortunately non-viral veetors are nol yet as erficient
as viral vectors. Several studics that ailll at irnproving the
tranfection ability by optilllising the physical properties
(9,12, IS,31) or Ihe Iransrection procedure (20) have been
rcportcd. In this context, photochelllic.al internalisatioll,
wllich is based upon light-induced disruption or pl1oto
sellsitiscd endocytic vesicles, has bcen shown to be crricient
l'or gene Iransf'er ill vifm (23) and protein toxin trcatlllent
il/ vivo (21). This method IVas described to improve Ihe trans
rection elliciency or several macromolecules (21 ,2S,29,32)
and can be cOllpled \Vith either viral (25) or non-viral vectors
(23).

We bave reponecl Ihat letraglllcosyl:lIed PEI-mediated
p53 genc transrcr indllccs apoplosis ill vifl'() (9) and thal the
use or l'CI enhHnces the transrection rate IIp ta those achieved
lIsing viral vectors (28). This cnhancclllcnt was cOl'related
\Vith induction or apoptosis. /11 vivo, we previously rcpol'ted (hat
10llg~lasting tumor gro\Vth inhibition c.oulel bc achieved artel'
iterativc wild-type p53 genc transfer with glucosylalcd-PEI
(8)

Artel' having shown Ihat PC! can be sarely combined with
the PEI~mcdiated gene tnl1lsfer and using an optimised l'CI
procedure (28), wc now evalualed Ihe kinelics 01' GFP gene
expression ill vifro as weil as the cJTccts or PCI on lhe long
tcrm transgene expression to prepare the il/ vivo administration
scheme.

Comparing 5% glucose and 9%0 NaCI solutions as
preparation solulion l'or PEI/DNA complexes, wc sho\Ved
that with and withoui PCI, Ihe t""nsrection ellïciency was
higher when a 5% glucose solution was used. These results
should be rclated 10 the raci that in 9%0 NaCI solution, PEU
DNA complexes form macro-aggrcgates (13) thus limiling
their ability 10 enter cells. Addilionally, recent results sho\Ved
Ihat Ihe use or 9%0 NaCI solution l'or PEIIDNA rormulation
eould be more cytotoxie than S% glucose solution (P. Erbacher;
Personal communication). More recently, it has been shown
thal the dilTusive transporl or macromoleculcs in 11l1110rs is an
important determinant or the dclivery of many anticaneer
Iherapeutics and is modulated by Ihe size or the complexes
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l'or deleelion or phosphalidylserinc eXlcl'llalisalion. The
rraclion or apoplolic cclix (i.e., annexinY/FITC-posilive and
propidium iodidc-negalivc) was quanlilicd (Fig. S). In unlrcaled
FaOu conlrol cells, no apoplosis was delccled. The gcnc
lransrcr procedure itselr, as perronned with PEI-Glu4 and
PCI but \Vith an ilTelevant plasmid (pCMY-Luc), was round
to induee apoplosis in <2% cells. In FaOu eells transrected
using PEI-Glu4 alonc, apoptosis \Vas delecled in 7.3% or the
ccII population wl1ile lhis fraction was signilïcantly cnhanced
(P<O.OS) \Vhen PCI was used (13.0%).

Long-term ccII dcatll induction artel' p53 gcnc transrcr
was thcn investigated using colony forming assays in FaOu
cells transrecled using PEI,Glu4 alone Or combined with
PCI (Fig. S). Control experiments consisted or untrealed cells
(untrealed control), cells transrected with an irrelevalll plasmid
using PEJ-Glu4 combined \Vith PCI (GFP-PCI control). In
the control groups, no signifïcanL ccII dcath was observed,
thus conlïrming the lack or loxicily or the experimenlal
procedures. p53 gene transrer was round to induce a signilïcant
decrease in ccII survival (P<0.02). PEI-Glu4 alone induced

Figure 5. CclI (!cath induction following wild-IYpC l'53 genc [[":lnsre!" as
:1SSCSSCU using colony-forlning assays (u) and Illcasurcmcnls of apoplosis
(.). The :lp0)llOlic ccli population \Vas dClcrrnÎncd using Ilow cylOlIlclry
ddcclioll of annçxin V/FITC·labckd cells 48 h arlél' wild-typc pS3 gCllc
IranslCr. Controls cOllsistco of \Il1trcatcd cells, eclls trcalcd by l'CI but not
lransfcctcd (Control l'CI) and cells transfcctcd \Vith irrckvant ]Jlasmid llsing
l'EI-Glu4 and l'Cl (LuC/Glu4 + l'CI). Rcsults arc cxprcsscd :\S rncan vaIlles
or thrcc illucpcndcnt cxpcrirncll1s. Errol' bars arc standard devi:\Iions.
'P<O.OS Mallll~\Vhitncy lesl PEI-Glu4/pS~ versus l'EI~Glu4IpS3 + PCI.
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(33). Laslly, airning al in \ i\ 0 transrer of the present rcsults
and since PEI/DNA con1plexes prcpared in 99{(J NaCI
solution f011n macro-aggrcgates that would bc very painful
if injectcd thcrcforc, thcir use in animal studies should be
avoidcd. For FaDu eells, the highesl transfection rate (nearly
SÛ1(J) was obtained when the PEI-Glu4/GFP complexes
Cormed in a 5~)~ILlcose solution were transferred by PCI,
reaching a 1.8-rold incrcase and a gene transfer efficiency
comparable to that achievcd using viral vectors (34). PCI was
round lo enhanee the transfection efficieney l'rOIn 48 tol44 h
wilh a maximum of transfection level achieved al 48 h (480/0).
Sustained transgcne expression is thus observed at significant
level (> 1()~) expressing cclls) for more than 6 days al'ter trans
rection.

The potcntial therapeutic intercst of this cxperiInental
procedure, \vhich combines glucosylaled PEI and PCI was
highlighted by wilcl-type p53 gene transfer in FaDu p53
mutated ecIls, A significant incrcasc in p53mRNA expression
was achieved in FaOu p53-mutatcd cells using PEI-Glu4
alone or cornbincd with PCI as wc previously reportccl (27),
PS3 protein runctionality was demonstratcd, and a significanl
sponlaneous induction or apoplosis was cviclenccd as alrcady
obscrved in cxpcrimcnts using viral vectors (4), Furthermorc
PCI was round 1.0 cnhance apoplosis induction as already
rcported (27). As a consequence long-term ccII death induclion
was enhanced arter wt-pS3 gcnc transfer whcn PCI was llsed,
yiclding up Lo 50~ spontaneous ccli death. Again these data
arc consistent with thase achicved using S-fluorouracil
chemothcrapy in wt-p53 CALS 1 and p53-mutated FaOu
cells, in which 50% induction of cc]] death was achievcd at
concentrations lhal gcneratcd approximately 15-200/0
apoptosis (35).

'T'he results presented hcrc are in agreelnent with data
already reported in the litcrature with non-viral or adcnovirus
mediated p53 gene lransl'er in head and neck cancer ccli Hnes
(3 4 28). In conclusion, the present results confirm the
poteney of cOlnbining PCI with glucosylated PEI-Il1ediated
gene transl'er. The sustained transgene expression appears
very promising in vicw of improving the in vivo achninistration
scheduleleading lo a thcrapeutic cffect.
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VII.2. Potentialisation de l’inhibition de la croissance cellulaire après transfert du 

gène pten par polyéthylènimine et internalisation photochimique dans les cellules de 

cancer de l’endomètre 

 

Maurice-Duelli A, Ndoye A, Bouali S, Leroux A, Merlin JL. 

Technology in Cancer Research and Treatment 2004;3(5):459-65. 

Résumé 

 

Pten est un gène suppresseur de tumeurs situé sur le chromosome 10q23.3 qui code une 

protéine phosphatase à double spécificité. Pten est impliqué dans la voie de PI3K/AKT et 

déphosphoryle le PIP3 en PIP2. Il est impliqué dans l’arrêt du cycle cellulaire, l’apoptose par 

inhibition de la voie de PI3K/AKT et la migration cellulaire par son interaction avec les 

protéines d’adhésion focale. Les mutations somatiques de pten ont été fréquemment décrites 

dans divers cancers incluant les gliomes, les cancers de la prostate et les cancers de 

l’endomètre. La fréquence des mutations de pten et sa fonction comme gène suppresseur de 

tumeurs font de ce dernier un très bon candidat à la thérapie génique. La restauration de la 

fonction de pten par transfert de gène sauvage dans les cellules n’exprimant pas pten est de 

plus en plus utilisée dans la recherche des nouveaux traitements anticancéreux. Plusieurs 

techniques telle que l’internalisation photochimique (PCI) ont été développées dans le but 

d’augmenter l’efficacité de transfection. La PCI est une technique innovante basée sur des 

réactions photochimiques initiées par des photosensibilisants localisés au niveau des 

endosomes induisant leur rupture et la libération des macromolécules (ADN, protéines et 

autres molécules thérapeutiques) dans le cytosol des cellules cibles après exposition à la 

lumière. Il a été montré que la PCI permet d’augmenter l’efficacité de transfection par des 

vecteurs viraux et non viraux. Cette étude a été réalisée sur une lignée cellulaire de cancer de 
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l’endomètre n’exprimant pas la protéine PTEN. L’influence de la PCI sur le transfert de gène 

pten par polyéthylènimine (jet PEI®) et sur la viabilité cellulaire a été évaluée. L’expression 

de la protéine a été restaurée par le transfert de gène pten par jet PEI® couplé ou non à la PCI. 

La PCI a permis d’augmenter significativement le niveau d’expression des ARNm (d’un 

facteur 4,2) de la protéine et l’inhibition de la croissance cellulaire. Ces résultats sont corrélés 

à ceux obtenus par les essais clonogéniques. En effet, la transfection par jet PEI®/pten sans 

PCI permet de restaurer l’inhibition de la croissance cellulaire (44%), la PCI couplée au 

transfert de pten par jet PEI® augmente l’inhibition de la croissance cellulaire à 89%. 
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Enhanced Cell Growth Inhibition Following
PTEN Nonviral Gene Transfer Using
Polyethylenimine and Photochemical

Internalization in Endometrial Cancer Cells
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PTEN is a tumor suppressor gene mapped on chromosome 1Oq23.3 and encodes a dual

specificity phosphatase. PTEN has major implicatfon in PI3 kinase (PI3K) signal transduc

tion palhway and negatively controls PI3 phosphorylation. lt has been reported to be Impli

cated in œil cycle progression and œil death control lhrough inhibition of PI3K-Akt signal

transduction pathway and in the control of œil migration and spreading through ils interac

tion wilh focal adhesion kinase. Somatic mutations of PTEN are frequently detected in sev

eral cancer types including brain, prostate and endomelrium with more than 30% of tumor

·tissue specimens bearing PTEN mutations and/or deletions. Because of its high frequency

of mutations and 115 Important function as tumar suppressor gene, PTEN is a good candi

date for gene therapy. Inducible expression of PiEN has baen also reported. In cancer

ceUs bearing PTEN abnormalities, the reverslon of PTEN function by external gene transfer

becomes more and more investigated in cancer trealment research. Several technologies

including the photochemical internafization (PCI) and aÎming at Improving the transfection

efficiency have been reported. PCI is an innovative procedure based on Ilght-lnduced deliv

ery of macromolecules such as DNA, proteins and other therapeutic molecules from endo

cytic vesicJes la the cytosol of targel caUs. PCI has been reported ta enhance the gene

dellvery potentlal of viral and nonviral vectors. The present study was designed to evaluate

the influence of photochemical fnternalization on polyethylenimine {PEI)-mediated PTEN

gene transfer and ils effects on the cellular vlability ln Ishikawa endometrial cancer ceUs

bearing PTEN abnormalities. PCI was found ta slgnificantly (P < 0.01) enhance PTEN

mRNA expression (4.2 fold increase). Subsequently, following PEI-mediated PTEN gens

transfer, the restoration of the PTEN proteln expression was observed. As a consequence,

significant cell growth inhibition (44%) was observed ln Ishikawa endomelrial cel1s. Using

PCI for PEI-mediated PTEN gene transfer was found ta further enhance PTEN mRNA and

protein expression as well as PTEN-related cell growth inhibition reaching 89%.

Key words: PTEN, Photochemical internalization, Polyethylenimlne, Gene therapy.

lntroduction

Mapped to chromosome IOq23.3, the tumor suppressor gene PTEN is mutated in
glioblastoma, endometrium, prostate, head and neck, prostate and colon tumors
(1-3). PTEN encodes a dual specificity phosphatase with activity on phosphoty
rosyl and phosphoseryl/lhreonyl residues (3). PTEN has major implication in
PB kinase (PBK) signal transduction pathway and negatively controls PI3 phos
phorylation (4, 5). PTEN has been reported to be implicated in cell cycle pro
gression and cel1 death control through inhibition of PI3K-Akt signal transduc-
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tion pmhwny (6, 7) ond in lhe control of cell migration and
sprellding thmugh ils infernction with focal adhesion kinase
(8). PTEN induces growlh suwression via cell cycle arees!
and/or induction ofapoptosis (9,10).

Genn·line mUl.nlion of PTEN causes the oU!œomD.l domi·
nant Cowden syndrome. which is chnractcrired by mulliple
hamartOffiM and an increase rislt of dc\'cloping brcasr 000
thyroid cancers (11). Somalie mutations of T'I'F...N art fre
quendy dclccted in severa! cancer types including head and
neck., prostate and eDdometrium tumor in which more than
30% of tumor tissue specinv;:ns hem mutations, in lung Ilnd
hematological mlllignancÎt.!i (20%), melanomll, breast IInd
bladder (10%) and al a lowcr frequency in nlher lumor types
(3). Using immunohistochcmislry in sporadic primary
brea3t carcinomas, 33% of the tumors wcre round to have
~d or no PTEN expression. which genemly correlat
cd wilh slructuml moooallclic delelion of the gene (12).

Because of Ihis high frequency of abnonnlllities and its
important funetion as tumor suppressor gene, PTEN is a
goo<! candidnre for gene lherapy and PTEN gene trllnsfer hAS
been largely s\IIdicd usine Bdenoviral (9. 13-20) and noovi
cal vectors (l0, 21, 22). lnducible expression bas becn
reported using ft tet-indueible syslcm (10. 22) and nonvirnl
ttallsfectioo using lipofect3mioc. In such conditions, trans
rection of PTEN bas wn reported 10 supprc.u œil growth
by G1œil cycle arml fol1owef! by œil death in breMt can
cer cells bearing PTEN delelion (23). More recently, PTEN
mutation has bcClI associaloo with decreased cell sensitivily
tel the tyrosine kinase inhibilQr gefitinib in brem CliUcer ecUs
(22). Resistance 10 gefitinib occurred through the EGFR
independ!nt constitutive activation of Akt caused by loss of
PTBN function in PTEN-null ceUs. Reconstitmion of PTEN
function by gene ttnnsfer was demolL'ltrntr:d 10 rcstofc the
cell sensitivity to gefilinib thmugh reestablishment of
EGFR-stimulatcd Akt signaling.

l'CI has been described u an innovative procedure (or
releasing macrolllolecules from endocytic vcsicles 10 the
cytosol of targe! cells (25.27). This technology is bmd on
ligill-induced delivery of macromolecules such as DNA,
prolelns and olber thernpeutic molecules lnto the CYlosol.
(28). Rupture of me endocytic vcsicles (lysosomes and
endosomes) is photoehemically indllced by incublltion of
the cells with a photoscnsitizing compound prefcrelltiall)'
localized in the membrane of these vesicles (29), followed
by the iIIumiulttion al a wavelength specific 10 the photo
sensitizer. PCI bas hten reported 10 enhance the g~ne deliv
ery potentinl of odenoviros as weil n~ nonviral vcctO!1 such
as polylysine and ItfXlsOmts (30·32).

Wc recently rcportcd the potency of pholochcmical intentaI·
ization (PCI) asweiated witb nonviml polyelhylenimine

Mauriee-Duelli et al.

(PEI}-mediated gene lransfer of wild type p53 geoe in heod
an ncd: and plUlcreatic cMcer eells hearing l'53 mutalions or
deletion (24). The results achieved in hend and noct.cnncer
cells culy demonstraled that Ihis technique enables highcr
and sllSUlined tmlL'lgcnc expression lcading to the enham:;;e
ment of opofltosis And cell gt'('lWlh sUJ'pression following the
gene lransfer lhan when PBI-mediated gene transfcr WIlS

used without Pel (33). Thererore, chis study was designed
to evalullte the influence of photocbem.icaJ iDlcmalization on
PEI-mt:tlialed PTEN gene transfer by investigaûng PTBN
mRNA and protein expression and its cffect on cell growth
in endomeltial cancer cells bearing PTEN abnormalities.

Materl41s and MethtHIs

Cdl Cultu~ Maftn'als

Cell culllm: plasûc woœ was purthascd from Bedon
DickirlJlOn (Dutseher, Brumath, France). Culture tœIi11 and
additives wert fiom LifeTechnologies (Emgny. Prance)except
fetal calf l\erom, which was (rom Dutsehcr (Bromalh, Fmnce).

Gell Unt$

Ishikawa Bnd MCF-7 cdllines wcre cultured in phenol l'ed
free RrMII640 medium supplemented wilh 10% Ileal inllc
tivated fetal cJ.1r s~rum (fICS) Bnd 1%anûbioûcs penicillin
streptomycin mixture, 9137 "C in a 5% CO2Btmosphere.

The PTEN St31us of the celllines has heen previoUIIly char
3cterized (1). Ishikawa cells expressed a high amount of
PTEN mRNA but did not express the PTEN pmtcin bccause
of prexein tntncatio05. Wild type PTEN MCF-7 cellUne was
used as a positive conlrol.

Cht.ltlical.r

Linell! 221<Oa polyeth)'lenimine (JetPEfI') WllS Obtllined
from Polyplus·transrec:tion (Illkirch, France) and was lise<!
in a 5% glucose solution. TPPS2.I (LumiTransl ), ameso
lettaphcnylporphine with two sulfonate groups on adjacent
phenyl rings WIlS used as phOlosensitizer and WIlS kindly
provided by PC! BiO{ecb (Oslo, Norway). LumiT~ was
dissolved in dimethyl.nllloxlde as a 350 ~glmJ stock solu
tion. Unicss indicllted, all otller rellgents were purchased
from Sigma (Saiot Qtrenûn Elllavier, France) and '/l'cre of
ItlQlecular hiology grade.

Ugllr Source

Lumisourcetl (PCIl3iotech. Oslo, Norway) was used Ils lighl
source. Lumisourcetl is a bank of 4 nuorescCll1 tubes
designed to provide homogeneous î1Iumination of !he !relit·
ment area, emitling mainly bille light with a penk at 420 nm.

Tedlflology h Caneer Resean:h <1 TfllSlmsn~ Vo,JW7» 3. NumbDr 5. 0Ct0bDr 2O(U
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lbe Iight emÎ5sion {rom the illumination arta wu measured
Ilnd showed a hlgh homogcneilY with Il fiuence rate of
1010.1 mW/cm2 over the tight field.

P1Dsmidl

pEGFP.C3 wu purchased from Oontceh (Montigny le
Bretonneux, PrMOe) aod pcDNA4-PfBN wu kindly pro
vided by Dr MM Moasscr (Memorial 5100n Kerttring
Cancer Center, New York, NY) enc;oding respective!y the
green fluorescent protein (GFP) Md the P'IEN protein were
use<! in lbese ~J.pcrimenls. Plasmids were puritied from
EschLrichia coli using GIBCQ BRLCONCEJrrf'I Maxiprep
columns (Life Technologies, Eragny, france).

QI/ Tronsf~Cliong"d PCI

Celb .".'Cte seedtd al the dcnsity of 1()3 cellstwell in 24·well
plar.es 48h before transfation to reAch 6(1-70% connueoce at
!he ume of tnlmfeclion. Amounl! and volumes given below
refer tll asingle ""'rI!. When PCI was uscd, 24h after~ng.
the cells "'-cre Încube.ted foc 18h in the presenc:e uf O.lllgiml
TPPSz. Md kept in the dark uoti! the end of the proIocol.

Defore l1al1Sfection, the cells were washed lWÎee wim PBS
and supplementtd with Iml fresh serom·frceRPMl medium.
Four micrograms (l{ plnsmid and the COITCsponding amaunt
of JetPEI* (6111 o( IOmM JetPEI*) wcre sepat'lltely prepnred
in 50 III of 5% glucose solmion. vortexed genlly and spun
down to collect lhe elllire volume of SOlulioo. Tœ JetPEJ«I
wu used at a chlltF ntio of live (li~"e amino groups pel'

phosphate group). The JetPEl* solution wu mixed \\'i!h the
plum.id suspension. then vortt:xed and spun dOWD. After
approximately U min, 100 III o( the resulting mixture was
added to the cells and the œil supemaLll.nt wu homogcnized
by a genUe horizontal hnnd rotation. PCI W8S perfonned
ofter 2 hours of incubntion. Cells were submitteri to bille
light emitted by Llimisoorce*llIId re·incllbaled (or 24 or 48h
period before being lesled for transgene expression.

PTEN-mRNA ExprrlsÏOIt Anoly.riJ lISing KT'·PCR

The JTfEN-mRNA expression wu analyzcd using semi
quantilative RT-PCR with p2·microglobuliD (~MI) as ref~

ertnce housekeeping gcne. Ccii exlnlCts wcrc [lrep&red a.ncr
collection of Adhesive cells scrnpped (rom the culture sup
pott and centriftlged (3008, 10 min).

Isol.ion of total RNA "''aS pctfonned wg TRho~ (Life
Teemologies). IlCCOrding to the manutiK:tl1n!:l"s speciflQ
tions. eDNA syntbesi. was pcrformed with 1~ tol81 RNA
in 1 ltaetion volume of 20 111 oontainillg 100 ng or random
pritnen. 50 mmolll Tris·HO. pIT 8.3, 75 mmoL1 Ka, 3
nunolll MgO:!. 0.5 mmoVi droxynocleotide triphosphate. la

mrnolll dithiotllrcitol l.ll.d 200 unils SuperScript ne reverse
transcriptase (Life Technologies) Ilnd iocuhated for 10 min at
MOm Iemperalure. 50 min at 42 "C, followed by 15 min af 70
"C. RNAse-H (2.5 UnilS) was added into eadlample, thcn
incubsled for 20 min al 37 "C (MasIm:ycler plient,
Eppcndorf). cDNA samples were stortd aI -20 "C until ana·
Iyzod. cDNA samples (0..5)11) were mixed in a volume of 20
III cootainîllg 16 nunoll1 CNH4hSO". 61 mmolll Tris-HQ.
pH 8.8, 0.01% 1\vecn 20, 2 mmolll MgCl2> 0.2 mmoL1 dNTP,
5 jJ.mOlIl of 5'- and )'·primers, and 0.5 unit of TRq poly·
100JllSe (Life Technologies). TIlt primers sequences were
S'-OCGTGCAGATAATGACAACO-3' (sense) and
5'-GCATCAGAGTCAGTGGTGTC-3' (aotisense) and, S'·
AACACGOCGACccrACAAOCf·3' (sense) and 5'·
ATCITCAAAccrccATGATCr-3' (antiscose) for PlMI.
The PCR tlIbes 'il.'ere inarhaœd (or PTEN cDNA IlOplifJO.
ticn as fol1ows: the first cycle WIlI.5 min "9.5 "C, 1min 81.57
OC and 1 min at 12 "C. The 29 folJowing cycles wert 1 min
at 94 "C, 1 min Rt 57 "C Rnd 1min at 72 "c. Aftercomplelion
of lhe PCR cycles, tlte uùxlllIe wu Jinally incubated for 7
min al 72 -Co PTEN l'CR produeu wtre e\cçlrophoretized on
1% agarose gel conlaining 0.1 IJ.Wm1 of Wtidium bromide
and anll1yud by UV transiJlumimtion llSing a Gel Doc: 1000
system (BioRM, Marnes-la.Coquette. Fruce) and analyzed
using Molecular Analyst software (BloRad).

Wesrern Biol ArIOfysis

For westCtn blot anlllyllis, the cells were frozen 48h nfter the
transfection proc:edure. The &ozen cells were homogeni1..ed
in a Iysis buffer eontu.ining 10 mM nis-HO. 0..5 mM EDfA
and PMSF. The Iys,ale was celltriftlaed and the proleÙt con
ctfltntion of the 5Upem3tanl wu detcrmined usiog a 8i~

Rad PrOlein As..uy Kit (Bil>-Rad. Marnes-la-Coquette.
France). 20 ~ of protein were Ioaded on 10% SOS-PAGE
gel for electrophoresis and Il1msferrcd to a nitrocellulose
membf81le by eleetroblotting. The membrane WIlS blocked
with 1% skim milkll% bovine serum albumin (Sigma, St
Quentin Fallavier Fn.noe)lO.I9& 1\l.ulI-20 PBS. The mem
brnne wns incubated with an anlÎ-P'fEN primary antibody
(Cell Signaling, (hyme. SI Quentin en Y~·e!ines. r-rmce).
Followi08 incubation with honeradish pemxidase-conjuglll
ed sooondary antibody. protein signala wcre detocled using
enbanced chemiluminescence kit (Amersham).

Cdl Gmwrh lnhibirioll FoilowiJ'lg n'EN Gtne Trunrfu

Colony fonning usays were perfonned aller completion of
the transfection protoooi in IshikAwa cells. 8rieny, the cells
were secdcd in 24 weil dishes and alJowed 10 gow for 24
beurs bc.forc beittg phoroeensitiud (in the case of Pen br a
18 hauTS Incubation in RPMl medium ccntaining 0.1 ~gfml

TPPS2a• Then, the ceUs were transfccted wim PTEN/
JetPBI~ complexes alol1t or (ollowed by PCllJnd Ililowed to
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""".l'Tf:N mR.NA~ il WIibIora ceIls. RenIts '''eR obbÎrlal
......... l mg;.... Il:l"-Pat md ce eapresR'd .. _ VÜHII

IIr rebtiw PTEH".MI mRMA eJqlresSÎOll ratio or !kief
wIqlaldmI cxpc:rimc:aU (GIId:wd~

grow for two days. Aflcr lhis incubation period. the ccl1l
\\'el'e han'eMed, cooIl!cd and seedod in 6 weJl disbes al SOO
celb/1l.'CU and allowed ta gro... for 10 days. The colonies
fonned were then stained using crystal violet and t.VUIlted
using robotiud image analysis sys~ (1èchlab, St Julien les
Metz. France). Cell growth inhibition "'"aS tbeo detcrmined
in c:omparing ttansfecled cells, with or witboot PCI, with
OOIltrols coosilIting in untreattd ceIh.

~,

($D)

T

1.71
(0.19)

LV
(0.14)

,...
(0.17)

>en
(0.71)

UnJess indicated, ùl experimenu WeTe penomlcd in aiplicale
and results IR p~lOd.l:!lmean values ±.stmdard deviation.

d'ter PCI~iœcted cene delivery (I. 24. 34-36). The
eahUKlClDCnt of me PTEN mRNA exprc!isiOll sbould kali 10
m«e P'Il::N proteio activity.

Non-parametric Mann·WhilDeY test was employed 10 detcr·
mine the statistical significancc with a limit sel to P < a.os
using Statvîew 5.0 software (SAS lIutitLUC 1Dc~ USA).

RuultJ and Discussion

PTEN mRNA &pœssiofl Anaiysi.f

The PTEN proccin expression was investiga1ed 48h aftes-lhe
trmlsfcction using Western blot analysis (Fîgure 2). MCF7
oells were used as positive control. for PTEN protein expns·
sion. The PTEN prolein statu of unU'e81ed Ishitawa. cells
wu eompued ta those of eells tnllIsfeeted usiog
PTENlletPEr' complexes alooe or with PCJ.

The PTEN mRNA expn::ti8ion was investigaled 48h af'ter
transfeaion. by mean of RT-PCR (Figure 1). Ustng~

nûcroglobulinl (~MI) mRNAas referencc gene, the PTEN
mRNA relative expression ratio (RER) WllS calculated for
untteated cells m. TPPSt. ~ated cclls (TPS) and for
l,hikawa cclls frnns(<<:ted using PTEN/JetPE~ complclte5
alone (PEI) or coupled ....ilh PC! (PO) (Table 1). 1lle MCP7
cells Viere used as positive control fot PTEN InRNA.

ln PTEN-mutaœd lshikawa ceIls, a basal expression of
PTEN m.RNA (RER _ 1.72) was deteeted. When tr:msfecl
cd using PTENfJetPEI~ complues aJonc (pEl), the PTEN
tnRNA exp.-ession was significantly (P < 0.02) enlumced
(RER ., 3.34). The PeI wu found ro significantly (P <
0.01) enhonce Ille PTEN mRNA expression (RER = 7.22)
with. subsequent 42 rold iQCT'CllSe (l'Cl). Tbese data cau
he signifieanlly comlated with those previously described-

Whercu Ihe un~81ed Ishikawa œlls did not show a.llY PTEN
prntcùt expre&Sion, their abiliry of PTEN protcin synthesis
wu restOfed oRer IclPEl31·medi8ted PTEN gene transfer.
The use of Pel for PTENlJetPEre lnlnsfer was found ta fur
lher cnllance Ihc e:qxession of PTEN protein showing ft oor·
relarion between mRNA and prmcin expression a~~ys..

fT.'......
"","'1, P'ŒN prooein e:xpreS5ioa Ievels ev....u.d br WC5lCnI blet llIIa!y
ria. l.1rlIo 1: U~lshib .... cd..ls: Lu.e 2: PosltiYePTEN-MCf7 cdl.:
1Mc 3; IIbib..... trufecœdby P'ŒN1J~wmplu",:~4:bhlU..
celb ~feaecl by P'rnNlJetPEre compIc,;Ci lIàlla; PCI. Jl-1CtiD •• UIIIld
U od_ pov.elD.

Cell Gro14'th /nh.ibiliun Following PTEN &ne Trtmsfer

....-
""'... l, Scno,~1l3-PCR P'T1!N mRNAapraliool-.lyPJ"
lIbibYacdlt. (.) lltpU~coatroI (wuer). (+) posiciw: cœtttII (wikl-type
PT»I MCF7 œ!b), en.-afcatd PT»I1IllIml:d 11bib_ œl1I. (1l'S)
~ -. ll&!lI treIUl4 l1....lbIft cdIs, (PEl) l*ibwI œlJl; InIWn:tnI
..... JelPEP aIone. (PC} I.mu- cdk Enndeeud lISlllC ktPEP aM
PeL 8m·2oniacClOhIiIl~'fI)_UJO:la boIRbqIia&pae..

Wilbout light. no significanl variation in !he ceU growth (P >
0.05) wu obsc:n'ed in conttol groups illusttating the ab:sence
or cdlolar toxiciry of the experimental procedures. AI the
odJer band. • sli&hl diffen:nce in oell growth was obse:rvcd in
oootro! oells treued widl che pOOlOSCDSitizer and exposed to
lighL \\'hatevee the transfecô.on proc:cdllœ.. the PTEN" gene
tnnsfer leads to a significant (P < 0.01) decreue of the oeil
viability cornpami to the irrelevanI GFP genc: trusfer.

CeU g.rowth inhibition following P'I'EN gene ItllnBfer wu
investigated uslog colony fonning assays in 15hitawa cells
tnnsfected using IctPEIIl w()()e or combined with Pel
(R8"'" ».

'" '"T
--....-
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No 30=
Light iIIumin;ltion
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~I:'!I ' 1:' l" ,p
(cl' <f' /' if'

f'lpre 3: Cell groMll iDhibitioa illlshitaWli cens lllI aneued 115Ù11 colony
fomrlr.a; ua)'$. CoaIrO! expc:rùnclltt eonJil!=d ofUDll'Ul:ed control cellJm,
PO lJ'U(C(j (eUs ""ithouf Pm·ON.... roD1P1ue:t (TPS), ttl1I trar.sf'Kted ""ilb
L'\ im:kvanf p11l!Jid U$in& JetPt!lC 00Illbined "",th PO {œ:P1Jd'f1~

tsb.ikawa (dll wett lnlllfecied DSiq; PTENneœe- çompIe:uJ alonc
(J"TENIJetPEt-> oc ooapkd W1th PeI (PT'ENiJclPOa t Tl"PSzJ. Rellllill
If( upressed I(\dive vallltlll KI lII'lIt'eafCd conlrO! cclii Illd.-e mtIJl vallllCS
oflllplkau: expe.rimenll. En-arbln.e stilldlrj devbtionJ..

Wherea.'l the JetJ'El~-mediQtee!PTEN ge:ne trllnsfec (PTENI
JetPEl~ induced a signilicant (P < 0.05) de:crease in the cell
growth (56%). PCI·mediat.ed PTEN gene tran!f~ (PTE."lI
JelPBI-+TPPS2a) was round to furtber enhance this e:ffe:ct
on ccli growlh with 89% ccli growth inhibition.

l'TEi.'1 is a tumor suppressor gene whose 1I.1Ierations (muta
lions, deletion) have bcen reported in varÎous tumer types
(3). PTEN mutations are associated with lraJUIcripôooal
and tnmslational derecu that abolish the prOlcin function
ality. Suppression of PTEN regulation results in constitu
tive activation of PO kinase/Akt signalîng leading to inhi
bilion of apoplosîs and ccII survival Bccause POKIAkt
plays a crucial role in cellular response to tyrosine kinase
receptor activation, M'EN mutations have been shown to
generate cellular resistaDce tO the tyrosine kinase inhibîtor
gcfitinib (22) and resloratÎon of PTEN expression by gene
trlnsfer have been shown to reverse this resistancc mceha
nism. Il also ha... becn found lhat PTEN indllces growth
suppression via cell cycle G1 arresl and/or induclion of
apoptosis (4, 6, 37, 38) and inhibils ct:1I adhesion and
migration. Re:gulation of androge:n reocptor signaling by
PTEN hls becn recently reported in prostate cancer (39).

Pre:vious repons showed \hat the PTEN tumor suppressor
gene lransfe:r înduces cel! apoptosis in a variet)' of cell

typci including breast (10), prostate (39) llnd colorectal
(40) cancers. Several dota indicate mal silencing of PTEN
gene e:o.:pression may bc relevant in folliculnc thyroid ceU
tnlnsformation (41).

In aU lhese ~ies, sene h"lnsfer was achieved in stable
transfec1ants models using viral or nonviral veclotS and sub
sequent selection. Stable transfectams are ideaJ models for
cell signaling sludies. However, DO direct therapeutic appli
cation of Ibis technique CM he proposed since in vivo, no
selection being applicable, most gene uunsfer lechniqne:s,
virailUld nonvird.!, }icld lmnSiem transgene expression.

Studies that aim al improving the IWIfcction ability by opli
mizing the physical properties (42-44) orthe transfection pr0

cedure (2S) have been reported. 10 mis c:ontext, Pel. .,.hich
is based upon light-induced discuption of photosensitized
endocytic vesieles, has been !Jhown 10 be efficient for gene
tnlnsfer III vitro (29, 34. 36, 45) and protein tox..in treatment in
vivo (26). PO wu described lO improve the tranSfectioo effi
eicncyofsevcral l1\acnnnolecub (26. 31.45, 46) and can he
couplee! with cither vinll (31) or nonviral ve:ctors (29).

The purpose of the presenl study was to evaluatt the poten
cy of lransie:nt PTEN gene tr'/IIlsfer in Ishikawa cclls bearing
PTEN abnoanaliLics 10 initiale œil death.

The results achieved confum the potency of PCI to lcad 10
effe:ctive [Umer suppressor gene tnmsfcr in clUlccrceils bear
ing mutations ()r' dcletions. As already reported Pel was
found (0 poleDtiate the gene trllI\sfer efficiency achievcd
y,ith a polyethylenimine derivllted nonwal veclOr (24, 36).

Funher, the bigh transfer rate was round lO incrcase the
ttansgene expression and to he associaœd with a highcr
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VII.3. L’expression de PTEN contrôle la réponse cellulaire au cetuximab par 

inhibition des voies de signalisation PI3K/AKT et RAS/RAF/MAPK dans des cellules 

exprimant K-Ras sauvage 

 

Bouali S, Chrétien AS, Ramacci C, Rouyer M, Becuwe P, Merlin JL 

International Journal of Oncology 

 

Résumé 

La surexpression du récepteur de facteur de croissance épidermique (EGFR) et la mutation du 

gène suppresseur de tumeur pten dans divers cancers sont impliquées dans l’activation 

constitutive des voies de signalisation en aval de l’EGFR, la voie de PI3K/AKT et la voie de 

RAS/RAF/MAPK ayant un rôle clé dans la résistance aux différentes thérapies ciblant 

l’EGFR. Le cetuximab, anticorps chimérique de la classe des IgG1 capable de se lier à 

l’EGFR avec une grande affinité, a été développé pour traiter diverses tumeurs solides 

incluant les cancers colorectaux et les cancers de la tête et du cou. L’activité du cétuximab 

dépend de la fonctionnalité des voies de signalisation PI3K/AKT et RAS/RAF/MAPK. Il a été 

montré qu’il est plus efficace dans les tumeurs exprimant K-Ras sauvage. 

Afin d’étudier l’influence de l’expression de PTEN sur la réponse cellulaire au cétuximab 

nous avons utilisé des cellules de cancer de prostate présentant un génotype K-Ras sauvage, 

surexprimant l’EGFR mais n’exprimant pas la protéine PTEN. 

La réintroduction de pten dans ces cellules a permis de réduire significativement l’expression 

constitutive de phospho-AKT (p-AKT) et les protéines kinases en aval, p-GSK3�et p-P70S6K 

ainsi que phospho-ERK1/2 entrainant par conséquent la restauration significative de 

l’inhibition de la croissance et l’induction de l’apoptose. Dans notre étude, nous avons montré 

que PTEN contrôle la réponse cellulaire au cétuximab dans les cellules exprimant K-Ras 
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sauvage par la régulation de la phosphorylation de l’AKT et la restauration de la 

fonctionnalité des voies en aval de l’EGFR. 

L’extrapolation de ces résultats en clinique suggère que la fonctionnalité des voies de 

signalisation en aval de l’EGFR peuvent être proposée comme un marqueur prédictif de la 

réponse aux thérapies ciblées anti-EGFR. 
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ABSTRACT 

Overexpression of epidermal growth factor receptor (EGFR) and mutation of pten tumor 

suppressor gene in human cancer cells leads to activated EGFR downstream signaling 

(PI3K/AKT) and/or mitogen-activated protein kinases (RAS/RAF/MAPK) and have been 

linked to resistance to anti-EGFR targeted therapies. Cetuximab is a chimeric IgG1 

monoclonal antibody that binds the EGFR with high specificity and have been developed as 

promising therapeutic anticancer treatments in several solid tumors, including colorectal and 

head and neck squamous cell carcinomas. Cetuximab activity is related to PI3K/AKT and 

RAS/RAF/MAPK signaling pathways functionality and its activity has been shown to be 

higher in wild type K-RAS tumors.  

To study the influence of PTEN expression on cell response to cetuximab, we used wild-type 

K-RAS, PTEN-null, EGFR overexpressing PC3 prostate cancer cells. Reintroduction of 

PTEN significantly reduced the constitutive overexpression of phosphorylated-AKT (p-AKT) 

and downstream kinases (p-GSK3� and p-P70S6 kinase) as well as phosphorylated-ERK1/2 

(p-ERK1/2) and consequently significantly restored cetuximab-induced cell growth inhibition 

and apoptosis induction. Taken together, the results achieved in the present study show that 

PTEN controls the cellular response to cetuximab in K-Ras wild type prostate carcinoma PC3 

cells through the regulation of AKT phsphorylation and restoration of the functionality of 

EGFR donnstream signaling. Extrapolation of these findings to clinical situation, suggests 

that assessment of EGFR downstream signaling functionality could be proposed as a 

diagnostic response predictive marker for anti-EGFR targeted therapies. 
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INTRODUCTION  

EGFR is overexpressed in many tumor types and its inhibition represents an innovative 

therapeutic approach of targeted therapy. EGFR inhibition can be achieved through different 

manners including monoclonal antibodies prevention of ligand binding to the extracellular 

part of the receptor and tyrosine kinase inhibition at the intracellular level. Cetuximab is a 

chimeric monoclonal antibody binding EGFR with high affinity and abrogating the ligand-

induced dimerization and phosphorylation of the receptor [1]. EGFR inhibition by cetuximab 

decreases cell proliferation, increases apoptosis, and decreases angiogenesis [2]. However, 

number of EGFR overexpressing tumors fail to respond to EGFR-targeted therapy. Recently, 

in colorectal cancer [3, 4], resistance to cetuximab has been associated with K-Ras mutations. 

However, in K-Ras wild-type tumors, some additional functional alterations of EGFR 

downstream signaling have been related to shorter progression-free survival [5]. K-Ras 

mutations have been reported in prostate cancer [6]. Additionally, alteration of pten gene has 

been shown to promote prostate cancer progression [7]. PTEN antagonizes the action of PI3-

kinase (PI3K) and negatively controls downstream signaling by inhibiting the 

phosphorylation of AKT [8]. PI3K/AKT pathway has also been reported to cross talk with 

MAP kinase (MAPK) signaling pathway by autocrine signaling through RAS [9]. 

Consequently, the loss of PTEN expression could putatively affect the response to cetuximab 

by impairing PI3K/AKT and RAS/RAF/MAPK signaling downstream to EGFR.  

A recent study investigating protein expression demonstrated that PTEN plays a fundamental 

role in predicting the response to cetuximab against EGFR in metastatic colorectal cancer 

[10]. In the present study we used the PC3 human prostate carcinoma cell line harboring 

PTEN deletion. Our investigation was designed to evaluate how restoring PTEN expression 

would affect cetuximab-mediated growth inhibition and apoptosis induction, regarding the 

implication of PI3K/AKT and MAPK signaling pathways. 
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MATERIALS AND METHODS  

Cell lines  

PC3 cell line was obtained from the American Type Culture Collection. The cells were 

maintained at 37°C/5% CO2 in RPMI 1640 culture medium, supplemented with 10% heat 

inactivated fetal calf serum (Dutscher, Brumath, France) and 1% glutamine. Culture media 

and additives were from Life Technologies (Eragny, France).  

 

K-Ras genotyping 

PC3 cells were checked for K-Ras mutations (codon 12 and 13) using two-step PCR-RFLP 

according to Schimanski et al [11]. Briefly, DNA was extracted from 109 cells suspension. 

The amount of DNA isolated was determined spectrometrically and 100 ng DNA was used as 

template for the first PCR (Master Cycler Gradient, Eppendorf, Germany) with the 

oligonucleotide primers Ras A (sense; 5’-ACTGAATATAAACTTGTGGTCCATGGAGCT-

3’) and Ras B (antisense; 5’-TTATCTGTATCAAAGAATGGTCCTGCACCA-3’). PCR 

products were then submitted to enzymatic digestion with either BstXI or XcmI, restricting 

the amplicon if the first two bases of codon 12 (BstXI) and codon 13 (XcmI) were wild-type. 

two µl of the first digest were used as template for the second PCR in which primer Ras C 

(antisense; 5’-GGATGGTCCTCCACCAGTAATATGGATATTA-3’) was used instead of 

Ras B. Seven µl of the second PCR were digested with either BstXI or XcmI. Ten µl of the 

digest were submitted to PAGE stained with ethidium bromide and analyzed under UV light 

(GelDoc EQ, Bio-Rad). DNA extracts from cell lines bearing codon 12 or/and 13 mutations 

were added as positive controls. 
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Gene transfer 

Linear polyethylenimine (PEI) was kindly provided by Polyplus-Transfection (Illkirch, 

France). pCMV-Luc (Dr P Erbacher, Polyplus-Transfection), and pPTEN (Dr K Yamada, 

NIH, Bethesda, MD) plasmids, encoding luciferase and pten genes respectively, were purified 

from Escherichia coli using Marligen Maxiprep columns (Life Technologies, Eragny, France). 

Gene transfer was performed as already published [12] with slight modifications. Briefly, the 

cells were seeded at the density of 5.104/ml in 6-well plates 48 h before transfection, to reach 

60-70% confluence at the time of transfection. 5µg/ml of pCMV-Luc or pPTEN plasmids and 

corresponding amount of PEI were separately prepared and the resulting mixture was added to 

the cells. 24 h after transfection cells were submitted to 100µg/ml cetuximab (Merck Lipha 

Sante, Lyon, France) and analyzed for cel growth inhibition and apotosis induction.  

 

Western blot analysis of EGFR and PTEN expression  

EGFR and PTEN protein analysis was performed using western blot with monoclonal 

antibodies directed against EGFR and PTEN (dilution 1/500, Dako, Trappes, France). Tubulin 

was used as internal loading control (dilution 1/500, Santa Cruz).  

 

Bio-Plex® phosphoprotein array 

Phosphoproteins were analyzed using multiplex sandwich bead immunoassays (Bio-Plex® 

phosphoprotein array, Bio-Rad, Hercules CA) in cells exposed to EGF (100ng/ml, for 5 min). 

Phosphoprotein determination kits (Bio-Rad) were used according to the manufacturer’s 

recommendations. Briefly, protein extracts were transferred into 96-well dishes then 

fluorescent capturing beads coupled to antibodies directed against the RAS/RAF/MAPK and 

PI3K/AKT signaling phosphoproteins (phospho-AKT, phospho-GSK3�, phospho-p70S6K, 

phospho-ERK1/2) were mixed, and added into each well and incubated overnight. Following 
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incubation, the plates were washed and incubated with biotinylated antibodies fixing each 

target protein. Streptavidin-phycoerythrin solution was then added. The analysis consisted in a 

double laser fluorescence detection allowing simultaneous identification of the target protein 

through the red fluorescence emission signal of the bead and quantification of the target 

protein through the fluorescence intensity of phycoerythrin. Results were recorded as mean 

fluorescence intensities and compared to negative controls. Positive control consisting in 

standard protein extract from cell lines were added to each series. This technique was 

previously cross-validated with western blot analysis [13]. 

 

Cell growth inhibition assay 

Cell growth inhibition assays were performed using 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl 

tetrazolium bromide (MTT). Briefly, the cells were seeded in 24-well dishes and allowed to 

grow for 24 h before being transfected then exposed to cetuximab for 24 hours. Following 

incubation 250µl of MTT was added into each well. The reaction was allowed to proceed for 

3 h at 37°C, then the formazan crystals were dissolved by adding 250µl of sodium 

dodecylsulfate and the absorbance was measured at 540 nm (Multiskan Ascent LabSystem). 

 

Apoptosis induction 

Apoptosis induction was first determined by the analysis of DNA fragmentation (subG1 peak) 

by flow cytometry (FACS calibur, Becton Dickinson) using propidium iodide labeling. 

Briefly, cetuximab treated cells were trypsinized, washed with PBS, fixed in 70% ethanol for 

30 min at 4°C, and suspended in PBS containing propidium iodide (1mg/ml) and RNase A 

(20 mg/ml). Fixed cells were subjected to flow cytometry and subG1 cell population, 

identified as hypoDNA-diploid cell population was calculated. 
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Active caspase-3 expression was measured as molecular marker for apoptosis induction using 

flow cytometry in cells fixed in Cytofix/Cytoperm™ (Becton Dickinson, Le Pont de Claix, 

France), then were incubated with phycoerythrin-conjugated anti-active caspase-3 antibodies 

(PharMingen–Becton Dickinson, Le Pont de Claix, France) for 30 min. Cells were washed 

and 500 �l of 1 × Perm/Wash™ was added before analysis by flow cytometry. Active-caspase 

3 expressing cell population identified as phycoerythrin-labeled cell population was 

quantified. 

 

Statistical analysis 

Differences between mean values were evaluated using either one-way ANOVA with 

Dunnett's test or Kruskal Wallis with Mann Whitney test according to data distribution.  

P �0.05 was considered as statistically significant. 
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RESULTS 

K-RAS genotyping 

As revealed by PCR-RFLP (fig 1), no mutation in either codon 12 or codon 13 was detected 

in PC3 cells DNA extracts. 

 

EGFR, PTEN expression  

 

In untransfected PC3 cells, EGFR overexpression was observed in PC3 cells (fig 2A). No 

PTEN expression was observed (fig 2B). Following gene transfer, pten gene was found to be 

restored (fig 2B). 

 

RAS/RAF/MAPK and PI3K/AKT signaling 

 

Constitutive overexpression of phosphorylated-AKT (p-AKT) and consequent overexpression 

of AKT downstream signaling phosphoproteins, phosphorylated-GSK3� (p-GSK3� and 

phosphorylated-P70S6K (p-P70S6K) was observed in untransfected control cells as awaited 

in relation with pten-null phenotype (fig 3). Constitutive overexpression of phosphorylated-

ERK1/2 (p-ERK1/2) was also observed. Exposure of control cells (untransfected control cells 

and cells transfected with pCMV-Luc irrelevant plasmid) to cetuximab did not induce any 

significant (P>.05) variation of p-AKT and p-GSK3� expression. Cetuximab induced 

significant decrease in p-P70S6K and p-ERK1/2 expression, respectively down to 67% 

(P<.05) and to 46% (P<.01) of the initial values achieved in untreated controls. 

Pten gene transfer was found to significantly restore inhibition of AKT signaling. p-AKT 

expression was significantly (P<.01) reduced down to 37% of the value achieved in 

untranstected controls. Decreased p-GSK3� and p-P70S6K expression was also observed 
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down to 62% and 55% of the value measured in untransfected controls. Additionally, p-

ERK1/2 expression was significantly (P<.01) reduced down to 73% of the value measured in 

untransfected controls. The expression of all phosphoproteins was found to be further 

significantly (P<.05) reduced, down to 5-20% of the values observed in untransfected 

controls, when the pten-transfected cells were exposed to cetuximab. 

 

Growth inhibition and apoptosis induction by cetuximab 

Pten-transfected PC3 cells were exposed to cetuximab (100µg/ml for 24 h) and assayed for 

cell growth inhibition and apoptosis induction. Negative controls consisted in untransfected 

cells. No significant difference was found between untransfected cells and cells transfected 

with irrelevant plasmid (pCMV-Luc) (data not shown). 

No significant growth inhibition and apoptosis induction was observed in untransfected 

control cells exposed to cetuximab (fig 4). 

Pten–transfected cells were found to be significantly (P<.01) sensitized to cetuximab with 

significant increase in cell growth inhibition, DNA fragmentation (sub G1) and caspase-3 

expressing cell fraction. 
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DISCUSSION  

The present study was performed in PC3 human prostate cancer cell line which is referenced 

as pten null also because of a deletion of the 3’end of pten gene and promoting the absence of 

the full length pten m-RNA [14]. No mutation of PI3K has been described in these cells 

illustrating that PI3K/AKT signaling pathway functionality should be extremely dependent on 

PTEN expression. Consistently, pten mutated status was found to be associated with 

constitutive activation of AKT in PC3 cells and the constitutive high level of expression of 

phosphorylated AKT was associated with a reduced sensitivity of PC3 cells to cetuximab. The 

data achieved in the present study are fully consistent with results showing that PC3 are 

resistant to apoptosis induction [15]. 

As awaited, reinstating PTEN in PC3 cells promoted a decrease in phosphorylation of AKT 

and its downstream signaling, and consequently induced the inhibition of cell growth and the 

induction of apoptosis, confirming the key role of PTEN in the control of the cell survival 

pathway. These results are consistent with the now well-established model in which PTEN 

was shown to be essential for controlling cell growth in prostate human cancer cell lines [16] 

by regulating PI3K/AKT signaling pathways by decreasing the pool of phosphorylated 

proteins. Many studies demonstrated that p-AKT overexpression is associated with resistance 

to EGFR inhibitors. Further, it has been showed [17] that resistance to cetuximab was 

associated with p-AKT overexpression and repression of AKT expression by siRNA restored 

the cell sensitivity to cetuximab. Accordingly, we showed here that PTEN reintroduction 

restored the cell response to cetuximab by restoring inhibition of p-AKT and to a lesser 

extend by promoting p-ERK1/2 inhibition. Therefore, these data further confirmed that AKT 

signaling pathways functionality are controlled by PTEN and contribute to cetuximab activity. 

These results strongly suggest that, in K-RAS wild type cells, pten-mutated status, could be 

predictive of cellular resistance to cetuximab and warrant clinical evaluation to evaluate 
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whether patients with pten mutated prostate tumors, are unlikely to respond to this treatment 

as already shown with ras-mutation in colorectal cancer treated by cetuximab [3] or in breast 

cancer treated by trastuzumab [18]. In such situation, common diagnostic criteria could be the 

determination of signaling phosphoprotein expression in tumors [19]. Preliminary results 

achieved in breast [20], head and neck [21] and colon carcinoma [5] using Bio-Plex® 

phosphoprotein array demonstrated that large variation in phosphoprotein expression can be 

found in clinical specimens at diagnosis. Such variations were further demonstrated contribute 

to variation in progression-free survival of patients with metastatic colorectal cancer treated 

by cetuximab [5]. In the case of signaling alteration, addition of targeted therapy directed 

against PI3K downstream signaling kinases could be proposed to obtain greater antitumor 

signaling inhibition. Also, gene therapy could be envisaged in tumors with genes alteration, as 

already proposed in preclinical in vivo models [22-23].  
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FIGURE LEGENDS 

 

Figure 1: K-Ras mutation analysis using PCR-RFLP. DNA extract from PC3 cells were 

submitted to double PCR amplification after BstXI and XcmI enzymatic digestion allowing 

discrimination of codon 12 and codon 13 mutations. Codon 12 and codon 13-mutated cell 

lines were used as positive controls. 

Figure 2: EGFR (A) and PTEN (B) protein expression analysis using western bloting. β-

tubulin was used as loading control.  

Figure 3: Analysis AKT and MAPK signaling pathways functionality using Bio-Plex® 

phosphoprotein array. Effect of pten restoration and exposure to cetuximab on AKT and 

MAPK signaling pathways. In each gene transfer condition, p-AKT, p-GSK3β, p-P70S6K, p-

ERK1/2 expression was analyzed using Bio-Plex® phosphoprotein array in total protein 

extracts from cell lysates. Results are expressed as mean values of three independent 

experiments, relative to untransfected controls  

Figure 4: Analysis of cell growth inhibition and apoptosis induction in pten-transfected PC3 

cells exposed to cetuximab for 24 hours. Cell growth inhibition was assessed using MTT 

assay. Apoptosis was analyzed by quantifying sub G1 cell population determination after 

propidium iodide staining of cells and by detection of active caspase 3 expression using flow 

cytometry. Results are expressed as mean values of three independent experiments, relative to 

untransfected controls. 
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VII.4. Influence de la fonctionnalité de PTEN et de P53 sur la réponse cellulaire au 

cetuximab 

 

Bouali S, Chrétien AS, Ramacci C, Rouyer M, Marchal S, Galenne T, Juin P, Becuwe P, 

Merlin JL 

Soumis à Cancer Gene Therapy 

Résumé 

 

Le cétuximab (Erbitux®) est un anticorps monoclonal humanisé qui se lie spécifiquement au 

domaine extracellulaire du récepteur à l’EGFR et bloque les voies de signalisation 

cellulaire(PI3K/AKT et MAPK) normalement activées en aval du récepteur. Des études 

récentes ont montré que p53 et pten régulent ces voies de signalisation. L’objectif de cette 

étude était d’évaluer l’influence de la fonctionnalité des protéines PTEN et P53 sur la réponse 

cellulaire au cetuximab (survie cellulaire, induction d’apoptose). Cette étude a été réalisée in 

vitro sur la lignée cellulaire PC3 issue d’un cancer de prostate humain, surexprimant l’EGFR, 

portant des mutations de p53 et de pten. Le transfert des gènes pten et/ou p53 a permis de 

rétablir la fonctionnalité des voies de signalisation PI3K/AKT/MAPK et de restaurer la 

réponse cellulaire au cetuximab. Cet effet passe par une inhibition significative (P<0,05) de 

l’expression basale de p-Akt (40% à 63%), de p-GSK3� (38% à 72%), de p-P70S6K (33% à 

45%) et de p-ERK1/2 (27% à 53%), une diminution significative de la croissance cellulaire 

(20-40%) et une augmentation significative de la population apoptotique (11-25%). Ces 

résultats confirment que l’effet du cétuximab est en grande partie dépendant de la 

fonctionnalité de PTEN mais également de celle de P53. Ceci est en accord avec des données 

récentes, montrant que l’activation de P53 inhibe la voie de signalisation PI3K/AKT dans les 

cellules PTEN -/-, et ce par l’inactivation de PIK3CA (gène codant pour la sous unité 
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catalytique de la PI3K). En conclusion les mutations de p53 et pten peuvent être des 

marqueurs prédictifs de la réponse cellulaire au cetuximab. Les résultats de ce travail 

montrent l’intérêt de l’analyse de la fonctionnalité des voies de signalisation en aval de 

l’EGFR. A terme cette analyse pourrait être proposée afin de préciser les critères de 

prescription des thérapies ciblées. 
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ABSTRACT 

Cetuximab (Erbitux®) is an anti-EGFR monoclonal antibody whose activity is related to the 

inhibition of EGFR downstream signaling pathways. P53 and PTEN have been reported to 

control the functionality of PI3K/AKT signaling. In this study we evaluated whether re-

introducing P53 using non viral gene transfer enhances PTEN mediated inhibition of 

PI3K/AKT signaling by cetuximab in PC3 prostate adenocarcinoma cell line bearing p53 and 

pten mutations. Signaling phosphoproteins expression was analyzed using Bio-Plex® 

phosphoprotein array and western blot. Apoptosis induction was evaluated from BAX 

expression, caspase-3 activation and DNA fragmentation analyses. The results presented 

show that p53 gene transfer potentiates pten mediated cell growth inhibition and apoptosis 

induction by restoral of signaling functionality which enabled the control of PI3K/AKT and 

MAPK signaling pathways by cetuximab in PC3 cells. These results highlight the interest of 

the analysis of signaling phosphoproteins expression as molecular predictive markers for 

response to cetuximab and show that p53 and pten mutations could be key determinants of 

cell response to cetuximab through the functional impact of these mutations on cell signaling. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 123 

INTRODUCTION  

The high frequency of overexpression of EGFR in various cancers 1 and its major key role in 

tumorigenesis have suggested that inhibition of EGFR stimulation and inhibition of 

downstream signaling pathways could represent new therapeutic approaches in cancer 

treatment and have opened the way of targeted therapies. Different concepts have been 

proposed for inhibition of EGFR activation including monoclonal antibodies and tyrosine 

kinase inhibitors. Cetuximab is a chimeric monoclonal antibody developed for therapeutic 

purposes, that binds to EGFR with high affinity and abrogates ligand-induced EGFR 

phosphorylation 2. In preclinical models, EGFR inhibition by monoclonal antibody or by the 

use of tyrosine kinase inhibitors has been associated with decreased cell proliferation, 

increased apoptosis, and decreased angiogenesis 3-5. However, a large number of patients 

whose tumors overexpress EGFR do not respond to targeted therapy 6, 7. In prostate cancer, 

frequent gene mutations concern the p53 and phosphatase and tensin homolog deleted on 

chromosome ten (pten) tumor suppressor genes. P53 is a transcription factor that regulates the 

cell cycle arrest, DNA repair and apoptosis. In fact, p53 is probably the most frequently 

mutated gene in human cancer. Loss of p53 contributes to tumor progression, therapeutic 

resistance, and is often associated with a poor prognosis. The rate of mutations in prostate 

cancer in the p53 tumor suppressor gene varied among tumors of different aggressiveness, 

ranging from 5% for patients with clinically localized disease to 62% in metastatic disease 8. 

P53 may also affect the signaling pathways that are involved in cell growth and 

transformation. P53 re-introduction has been shown to significantly produce greater apoptosis 

and tumor growth suppression any other drug alone 8. Recent data showed that sensitivity to 

gefitinib is affected by P53 mutation and that P53 inhibition induces a significant decrease in 

apoptosis induction by gefitinib 9. Previous study already demonstrated that cetuximab 

inhibited the growth of wild type p53 but not of mutated p53 cancer cells and hypothesized 
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that resistance to cetuximab could related to p53 mutation 10. Additionally, recent study 

showed that induction of P53 resulted in decreased in phosphorylated AKT activity in cell 

line, that did not express PTEN protein, thus highlighting that p53 was involved in regulation 

of survival PI3K/AKT pathway in epithelial tumors, and independently of PTEN expression 

11. It was reported that activation of p53-dependent downstream targets BAX with 

concomitant increased of MAPKinase (MAPK) pathways leading to apoptosis.12 Altogether, 

these data indicated that the relationship between P53, PI3K/AKT and MAPK signaling 

pathways offers novel valuable insights into the resistance to targeted therapy. 

Pten was identified in 1997 as tumor suppressor 13 and alteration of pten gene has been 

shown to promote prostate cancer progression 14. PTEN antagonizes the action of PI3K and 

negatively controls the downstream pathway by inhibiting the phosphorylation of AKT 15. 

Consequently, the loss of PTEN expression leads to an elevated activation of AKT 16, 17. A 

recent study investigating protein expression demonstrated that PTEN play a fundamental role 

in predicting the response to cetuximab against EGFR in metastatic colorectal cancer.18 A 

previous study 19 showed that loss of PTEN expression was associated with resistance to 

gefitinib, and that re-introduction of PTEN restored cell sensitivity of gefitinib, thus 

suggesting that signaling pathway may play a central role in the development of resistance to 

EGFR inhibitors. In the present study we used PC3 human prostate carcinoma cell line 

harboring P53 and PTEN mutations. Our investigation was designed to evaluate whether p53 

transfer could enhance PTEN mediated growth inhibition and apoptosis induction to 

investigate the implication of PI3K/AKT and MAPK signaling proteins in response to 

cetuximab. 
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MATERIALS AND METHODS  

 

Cell lines  

PC3 cell line was obtained from the American Type Culture Collection. The cells were 

cultured at 37°C/5% CO2 in RPMI 1640, supplemented with 10% heat inactivated fetal calf 

serum (FCS) (Dutscher, Brumath, France) and 1% glutamine. Culture media and additives 

were from Life Technologies (Eragny, France). 

 

Gene transfer 

Linear polyethylenimine (PEI) was kindly provided by Polyplus-Transfection (Illkirch, 

France). pCMV-Luc (Dr P Erbacher, Polyplus-Transfection), pNCNeo (Dr JM Heard, Institut 

Pasteur, Paris, France) and pPTEN (Dr K Yamada, NIH, Bethesda, MD) plasmids, encoding 

luciferase, p53 and pten genes respectively, were purified from Escherichia coli using 

Marligen Maxiprep columns (Life Technologies, Eragny, France). 

Gene transfer was performed as already published 20 with slight modifications. Briefly, the 

cells were seeded at the density of 5.104/ml in 6-well plates 48 h before transfection, to reach 

60-70% confluence at the time of transfection. 5µg/ml of pCMV-Luc or pNCNeo or pPTEN 

plasmids and corresponding amount of PEI were separately prepared and the resulting 

mixture was added to the cells. 24 h after transfection cells were submitted to 100µg/ml 

cetuximab (Merck Lipha Sante, Lyon, France) and analyzed for cytotoxicity and apoptotic 

induction. Pten and p53 co-transfer was achieved using 2.5µg/ml of each plasmid.  

  

mRNA expression analysis 

Pten-mRNA and p53-mRNA expression was analyzed using semi-quantitative RT-PCR with 

b2-microglobulin (b2M1) as reference housekeeping gene as already reported.20, 21 
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Western Blot 

Cells were exposed to EGF (100ng/ml) for 5 min (Roche Diagnostics, Penzberg, Germany). 

Western blots were carried out with total protein extracted from cells as already described 

using monoclonal antibody directed against PTEN, pPTEN, P53, AKT, pAKT, GSK, pGSK, 

P70S6K, pP70S6K, ERK1/2, pERK1/2, BAX and tubulin 22 [Supplemental files, Table I]. 

Antibodies were used between 1/500 to 1/3000 dilution range and were provided by Cell 

Signaling, except PTEN, tubulin (Santa Cruz) and BAX (Dako). Quantification of relative 

band densities was performed using standard densitometry scanning techniques (Rasband, 

W.S, Image J, US National Institute of Health, Bethesda, Maryland). 

 

Immunocytochemistry 

PC3 cells were immunocytochemically analyzed for total EGFR, PTEN and P53. After a 5-

min cytospin at 1000 rpm (Shandon Cytospin®4 Thermo Electron Corporation, Courtaboeuf, 

France), the slides (Thin prep®) were fixed 10 min in 96% ethanol. Immunocytochemistry 

was then performed after digestion in pH 6 10 mmol/l citrate buffer, before exposure to the 

primary antibody. Briefly, the slides were treated by hydrogen peroxide, then incubated 

overnight at 4°C with monoclonal antibodies against either PTEN (1:100 dilution), P53 

(1:100 dilution) or EGFR (1:100 dilution) (Dako, Trappes, France). Cells were then stained 

with biotinylated immunoglobulin secondary antibody according to the manufacturer’s 

recommendations, revealed using LSAB kit (DAKO, Trappes, France). The slides were 

counterstained with hematoxylin. Negative control slides, without primary antibody, were 

examined for each staining. 
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Bio-Plex® phosphoprotein array 

Phosphoproteins were analyzed using Bio-Plex® phosphoprotein array (Bio-Rad, Hercules 

CA) based on multiplex sandwich bead immunoassays. Cells were exposed to EGF 

(100ng/ml) for 5 min. Phosphoprotein determination kits (Bio-Rad) were used according to 

the manufacturer’s recommendations. Briefly, protein extracts were transferred into 96-well 

dishes and diluted with 25µl buffered solution. Fluorescent capturing beads coupled to 

antibodies directed against the phosphoproteins (phospho-AKT, phospho-GSK3�, phospho-

p70S6K, phospho-ERK1/2) were mixed, and added into each well and incubated overnight. 

Following incubation, the plates were washed and incubated with biotinylated antibodies 

fixing each target protein. Streptavidin-phycoerythrin solution was then added. The analysis 

consisted in a double laser fluorescence detection allowing simultaneous identification of the 

target protein through the red fluorescence emission signal of the bead and quantification of 

the target protein through the fluorescence intensity of phycoerythrin. Results were recorded 

as mean fluorescence intensities and compared to negative controls. Positive control 

consisting in standard protein extract from cell lines were added to each series.  

 

Cytotoxicity assay 

Cytotoxicity assays were performed using 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl 

tetrazolium bromide (MTT). Briefly, the cells were seeded in 24-well dishes and allowed to 

grow for 24 h before being transfected with pten/PEI or p53/PEI complexes. Cells were then 

treated with cetuximab for 24 hours. All incubations were terminated by adding 250µl of 

MTT in each well. The reaction was allowed to proceed for 3 h at 37°C. The formazan 

crystals were dissolved by adding 250µl of sodium dodecylsulfate, and the absorbance was 

measured at 540 nm (Multiskan Ascent LabSystem). 

 



 128 

Apoptosis induction 

DNA fragmentation apoptosis induction was analyzed by flow cytometry (FACS calibur, 

Becton Dickinson) using propidium iodide labeling. Evidence of apoptotic cells was 

determined by the induction of DNA fragmentation (subG1 peak). Briefly, cetuximab treated 

cells were trypsinized, washed with PBS, fixed in 70% ethanol for 30 min at 4°C, and 

suspended in PBS containing propidium iodide (1mg/ml) and RNase A (20 mg/ml). Fixed 

cells were subjected to flow cytometry.  

 

Active-Caspase-3 expression 

Cells were washed with cold PBS and fixed in Cytofix/Cytoperm™ (Becton Dickinson, Le 

Pont de Claix, France). Then, cells were incubated with phycoerythrin-conjugated anti-active 

caspase-3 antibodies (PharMingen–Becton Dickinson, Le Pont de Claix, France) for 30 min. 

Cells were washed and 500 �l of 1 × Perm/Wash™ was added before analysis by flow 

cytometry. 

 

Statistical analysis 

Differences between mean values were evaluated using either one-way ANOVA with 

Dunnett's test or Kruskal Wallis with Mann Whitney test according to data distribution.  

P �0.05 was regarded as statistically significant. 
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RESULTS 

 

EGFR, PTEN and P53 expression 

The immunocytochemistry analysis of PC3 cells (fig 1) showed that PC3 cells overexpress 

EGFR with intense staining of more than 90% of the cell population and did not express P53 

and PTEN proteins. 

 

Gene transfer efficiency 

Neither expression of p53- and pten -mRNA (fig 2A), nor P53 and PTEN proteins (fig 2B-D) 

was detected in PC3 cells. In transfected cells, the expression of pten- and p53-mRNA was 

restored (fig 2A) and associated with PTEN and P53 protein expression as evidenced by 

western blots (fig 2B) and immunocytochemistry (fig 2C-D). Co-transfer of p53 and pten 

using 50/50 plasmid mixture induced intermediate expression of both p53- and pten -mRNA 

(fig 2A) and P53 and PTEN proteins (fig 2B, 2C and 2D).  

 

Signaling 

Untransfected control PC3 cells were found to constitutively overexpress phosphorylated-

AKT (pAKT) in relation with pten-null phenotype (fig 3A). Consequently, overexpression of 

downstream signaling phosphoproteins (pGSK3� and pP70S6K) was evidenced (fig 3A). 

Overexpression of phosphorylated-ERK1/2 (pERK1/2) was also observed (fig 3A). In 

negative control experiment, consisting in transfecting PC3 cells with irrelevant plasmid 

(pCMV-Luc), no difference in expression of phosphoproteins was found between PC3 

transfected cells exposed or not to cetuximab and untransfected control cells exposed or not to 

cetuximab (data not shown). 
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As a whole, as well as protein by protein, all data obtained from Bio-Plex® phosphoprotein 

array analysis were found to correlate with data calculated from numerized western blot 

(r=0.942, P<.001). Therefore, all following considerations were calculated from Bio-Plex® 

phosphoprotein array analyses.  

Exposure of the cells to cetuximab did not induce any significant (P>.05) decrease of pAKT 

and pGSK3� expression while pP70S6K expression was significantly (P<.05) reduced by 

33%. pERK1/2 expression was also significantly (P<.01) reduced by 54% (fig 3A).  

 

In p53-transfected cells, inhibition of AKT signaling was observed with significant (P<.05) 

reduction of pAKT expression by 40%, pGSK3� by 72% and pP70S6K by 35% (fig 3B). In 

addition, significant (P<.01) decrease in pERK1/2 by 53% was observed (fig 3B). Exposure 

of p53-transfected cells to cetuximab further decreased the expression of all phosphoproteins. 

In pten-transfected cells, inhibition of AKT signaling was found to be restored with 

significant (P<.01) reduction of pAKT expression by 63%, pGSK3� by 38% and pP70S6K by 

45% (fig 3). In addition, significant (P<.01) decrease in pERK1/2 by 27% was observed (fig 

3C). Exposure of pten-transfected cells to cetuximab further significantly (P<.05) decreased 

the expression of all phosphoproteins.  

In pten/p53-cotransfected cells (fig 3C), similar results i.e. AKT and ERK1/2 

signalinginhibition, were achieved consistently with the data obtained in pten or p53 

transfected cells (ré-ecrire). Considering all experimental data achieved in PC3 cells using 

Bio-Plex® phosphoprotein array, statistically significant correlations were found between 

pAKT expression and pGSK3� and pP70S6K expression (r=0.816, P<.05 and r=0.859, P<.01, 

respectively) (fig 4). No correlation was found between pAKT and pERK1/2 expression 

(P>.05) (data not shown). 
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Growth inhibition and apoptosis induction  

Negative controls, consisting in untransfected cells and cell transfected with irrelevant 

plasmid (pCMV-Luc), then p53-, pten-, and p53/ pten- transfected PC3 cells were exposed to 

cetuximab (100µg/ml for 24 h) and assayed for cytotoxicity using MTT assays. Apoptosis 

induction was determined using flow cytometry determination of subG1 cells, active caspase-

3 expression and BAX expression using western blot. 

In negative controls (fig 5), no significant cytotoxicity of cetuximab was observed. This lack 

of cytotoxicity was associated with no significant apoptosis induction. 

In p53-transfected cells (fig 5) was found to be associated with significant (P<.01) moderate 

cell cytotoxicity (20% (fig 5A)) with spontaneous apoptosis induction (16% sub G1) 

consistent with increased caspase-3 expressing cell fraction (12% (fig 5C)) and BAX 

expression (fig 5D). P53 gene transfer was found to significantly (P<.01) sensitize PC3 cells 

to cetuximab with 37% increase in cell cytotoxicity, increase in sub G1 cell fraction (up to 

21%). No subsequent increase in caspase-3 expressing cell fraction (10%) and BAX 

expression was evidenced. Pten gene transfer (fig 5), PTEN protein expression led to a 

significant (P<.01) decrease (35%) in cell growth (fig 5A) and in consequence a significant 

(P<.05) increase in cell apoptosis (11% sub G1 (fig 5B), 6% caspase-3 expressing cell 

fraction (fig 5C) consistent with increased BAX expression (fig 5D). Pten gene transfer was 

found to significantly (P<.01) sensitize PC3 cells to cetuximab as a 30% increase in 

cytotoxicity, with increased apoptosis induction (22.5 % sub G1) which was not found to be 

associated with subsequent significant increase in caspase-3 expressing cell fraction (8%) and 

increase in BAX expression.  

P53/pten co-transfer (fig 5) yielded significant (P<.05) further increase in cytotoxicity (35% 

(fig 5A) as compared to results achieved with either pten or p53 gene transfer alone. 

Apoptosis induction was significantly (P<.01) increased as compared to pten gene transfer 
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alone (18% sub G1 (fig 5B), 15% caspase-3 expressing cell fraction (fig 5C) and increased 

BAX expression (fig 5D). No significant variation in apoptosis induction was evidenced 

between p53- and pten/p53 transfected cells. P53/ pten gene transfer was found to potentiate 

cetuximab activity with significant (P<.01) increase in cytotoxicity (40%) as compared to 

results achieved in either pten or p53 transfected cells. Whatever the technique, apoptosis 

induction results were found to be fully consistent (25% sub G1, 20% caspase-3 expressing 

cell fraction and increased BAX expression).  

These data confirm that loss of P53 or/and PTEN in PC3 cell accounts for their resistance to 

cetuximab and that restoration of P53 or/and PTEN function can re-established sensitivity to 

cetuximab. 

 

Signaling phosphoproteins expression and cellular sensitivity to cetuximab  

As illustrated by cytotoxicity assays (fig 6 A), as well as SubG1 apoptosis induction assays 

(fig 6 B) cell response to cetuximab was found to significantly correlate with pAKT, 

pGSK3�, pP70S6K and pERK1/2 expression. 

 

Comparison between western blot and Bio-Plex® phosphoprotein array methods 

We observed an agreement between results in the Bio-Plex® phosphoprotein array and the 

western blot using Bland and Altman plot analysis as shown in (Fig. 7). The Passing–Bablok 

regression analysis showed a statisticaly significant correlation between the two methods (Fig. 

7). 
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DISCUSSION  

The present study was performed in PC3 human prostate cancer cell line which is referenced 

as p53 null because of a single base deletion in codon 138 that prevents its expression 23 and 

leads to resistance to apoptosis and many chemotherapeutic agents.  

Additionally, PC3 cells are pten null because of a deletion of the 3’end of pten gene and 

promoting the absence of the full length pten m-RNA 24. Consistently, pten mutated status is 

associated with constitutive activation of AKT in PC3 cells and the constitutive high level of 

expression of phosphorylated AKT causes a reduced sensitivity of PC3 cells to cetuximab. No 

mutation of PI3K has been reported in PC3 cells. The data achieved in the present study are 

fully consistent with these findings since PC3 cells were found to be resistant to apoptosis 

induced by cetuximab 25. 

Our hypothesis was that re-introducing P53 in PC3 cells would enhance PTEN-mediated 

cetuximab-induced cell growth inhibition, by restoring EGFR downstream signaling pathways 

functionality and apoptosis induction. Introduction of p53 expression resulted in a significant 

increase in growth inhibition and apoptosis induction, thus confirming the well-established 

essential role of P53 as mediator of cell growth and apoptosis control already reported in the 

literature with p53 gene transfer in head and neck, and pancreatic cancer cell lines 26, 27. 

These results are in agreement with a previous study 11 which demonstrated that, in PTEN 

deficient cells, p53 regulates cell survival by transcriptional down-regulation of PIK3CA 

(encoding p110 catalytic subunit of PI3K) independently of PTEN. Conversely, in pten intact 

cells, induction of p53 downregulates PIK3CA and increases PTEN protein expression 11 

through a p53 response element located into PIK3CA promoter. These data were recently 

further confirmed since p53 was showed 28 to bind directly PIK3CA promoter and inhibit its 

activity with consequent alteration of many cellular functions. 
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When p53 gene transfer was combined with cetuximab, significant additive effects on growth 

inhibition, increased apoptosis induction, and restoration of inhibition of pAKT and pERK1/2 

expression were observed. These results are consistent with previous data,10 hypothesizing 

that p53-mutated status may be implicated in cell resistance to cetuximab. 

As awaited, reinstating PTEN in PC3 cells inhibited AKT activity and its downstream 

signaling pathways, and in consequence, an inhibition of cell growth and induction of 

apoptosis, confirming the key role of PTEN in the control of the cell survival pathway. These 

results are consistent with the now well-established model in which PTEN was shown to be 

essential for controlling cell growth in prostate human cancer cell lines 29 by regulating 

PI3K/AKT signaling pathways by decreasing the pool of phosphorylated proteins.  

Many studies demonstrated that pAKT overexpression is associated with resistance to EGFR 

inhibitors 19. Further, Li et al 25 showed that resistance to cetuximab was associated with 

pAKT overexpression and inhibition of pAKT by siRNA AKT restored cetuximab sensitivity. 

Accordingly, we showed here that PTEN reintroduction restores the cytotoxicity of cetuximab 

by restoring inhibition of pAKT and pERK1/2. Therefore, these data further confirmed that 

PI3K/AKT and MAPK signaling pathways functionality contribute to cetuximab activity. 

The present experiments demonstrated that, additionally to PTEN, the activity of cetuximab 

also greatly depends on P53 functionality. This is consistent with data already reporting that 

P53 expression is decreased in PTEN -/- cells 30 through the increase of MDM2 activation 

caused by overexpression of pAKT. Additionally to its influence on PI3K activity and 

consequent inhibition of AKT signaling, P53 could further influence the cell response to 

cetuximab through its potential consequence onto PDK1. Furthermore, PDK1-mediated 

activation of NF-	B signaling pathways was showed to occur through direct IKK 

phosphorylation independently to AKT signaling pathways 31. In such context, the 

relationship between p53 and PI3K and between PTEN and PI3K demonstrated here that 
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inhibition of PI3K could avoid the “cross-talk” between PI3K downstream signaling pathways 

such as AKT and IKK/ NF-	B signaling pathways. These data further suggest that PI3K 

could be a promising and attractive target for cancer therapy in patients harboring PTEN 

and/or P53 mutations with up-regulation AKT signaling pathways. 

In summary, these results strongly suggest that p53 and pten mutated status could be 

predictive of resistance to cetuximab and warrant clinical evaluation to evaluate whether 

patients with p53 mutated tumors are unlikely to respond to this treatment as already shown 

with pten18 and ras-mutation 32 in colorectal cancer treated by cetuximab. Functional 

diagnostic criteria could be the determination of signaling phosphoprotein expression in tumor 

33 Preliminary results achieved in breast 34 and head and neck 35 using Bio-Plex® 

phosphoprotein array demonstrated that large variation in phosphoprotein expression can be 

found in clinical specimens at diagnosis and may contribute to variation in response to 

targeted therapy. In the case of signaling alteration, combination of therapeutics targeting 

different signaling proteins can be proposed to circumvent this potential mechanism of 

resistance and obtain greater antitumor activity. Also, gene therapy could be envisaged in 

tumors with genes alteration, as already proposed for p53 using viral vector 36.  
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Figure legends: 

Figure 1: EGFR, PTEN and P53 expression analysis using immunocytochemistry in PC3 

prostate cancer cells.  

Figure 2: Analysis of gene transfer efficiency by RT-PCR, western blotting and 

immunocytochemistry. A, semi-quantitative RT-PCR p53 or/and pten mRNA expression 

analysis. Beta-2 microglobulin (b2M1) was used as housekeeping gene. B, western blotting 

P53, PTEN, pPTEN, protein expression analysis, b-tubulin was used as loading control. C, 

P53 protein expression analysis using immunocytochemistry. D, PTEN protein expression 

analysis using immunocytochemistry. 

Figure 3: Analysis AKT and MAPK signaling pathways functionality using Bio-Plex® 

phosphoprotein array and western blotting analysis. Effect of p53 (A), pten (B), pten/p53 (C) 

restoration and exposure to cetuximab on AKT and MAPK signaling pathways. In each gene 

transfer condition, p-AKT, p-GSK3b, p-P70S6K, p-ERK1/2 expression was analyzed using 

Bio-Plex® phosphoprotein array (upper panels) and by western blotting (lower panels) on 

total cell lysates. Western blotting membrane was probed with specific antibodies raised 

against each protein and the corresponding phosphoprotein. Tubulin was probed with the 

specific antibodies as loading control.  

Figure 4: Correlation analyses of the relative expression levels of AKT signaling pathways 

phosphoproteins. A, correlation between pAKT and pGSK3b. B, correlation between pAKT 

and pP70S6K. 

Figure 5: Analysis of cytoxicity and apoptosis induction in p53 and/or PTEN transfected PC3 

cells. Pten transfected, p53 transfected or pten/p53 cotransfected PC3 cells were exposed to 

cetuximab for 24 hours. Cell proliferation was measured using MTT assay (A). Apoptosis was 

analyzed by flow cytometry after propidium iodide staining of cells (B) or by detection of 
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active caspase 3 expression (C), and by western blotting by determination of BAX expression 

(D). Results are expressed as mean values of three independent experiments. 

Figure 6: Correlation between phosphoproteins expression and cytotoxicity (A), apoptosis 

(B) induction in PC3 cells. Phosphoproteins expression was quantified using Bio-Plex® 

phosphoprotein array. 

Figure 7: Quantitative correlation analysis between western blot and Bio-Plex® 

phosphoprotein array. Comparaison were performed using Bland-Altman graphic method (left 

pannel) and Passing-Bablok regression method (right pannel) for the analysis of pAKT (A) , 

pGSK3b (B), pP70S6K (C) and pERK1/2 (D). For Bland and Altman analysis the Y-axis in 

each panel represents the difference between western blot and Bio-Plex® phosphoprotein 

array values, and the X-axis represents the average of the western blot and Bio-Plex® 

phosphoprotein array values. Solid lines are 1.96*Standard deviation value. Dotted lines are 

mean values.  
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XIII. Discussion et conclusions 

Les cancers sont des maladies génétiques acquises due à des causes différentes et connaissant 

des évolutions différentes. Cependant, les cellules cancéreuses ont un point commun: elles 

échappent toutes à l’apoptose et au contrôle de la croissance et de la division cellulaire à 

causes des mutations inactivatrices des gènes suppresseurs de tumeurs (exemple de p53 et 

pten) et des mutations activatrices des oncogènes (exemple de ras). Selon le type des tumeurs, 

les traitements anticancéreux classiques reposent sur la chirurgie, la radiothérapie et la 

chimiothérapie. Ces dernières décennies, plusieurs concepts ont été développés dans le but de 

mettre au point des traitements plus spécifiques limités uniquement, dans toute la mesure du 

possible, aux tissus cancéreux et reposant sur des critères de diagnostic moléculaire 

permettant d'éviter les traitements inutiles et les effets secondaire des thérapies 

anticancéreuses classiques. Parmi ces concepts ont peut citer le transfert de gènes 

suppresseurs de tumeurs par thérapie génique. Le transfert de gènes suppresseurs de tumeurs 

reste une stratégie thérapeutique intéressante et attractive dans le traitement des cancers. 

Depuis les premiers essais cliniques sur les cancers broncho-pulmonaires non à petites 

cellules en 1996, plusieurs autres essais de thérapie génique ont été mis en place dans le but 

de restaurer la fonctionnalité de la protéine P53 associée ou non au traitement par 

chimiothérapie. Pten ou encore le gène suppresseur de tumeur Rb ont fait l’objet de protocoles 

expérimentaux.  

 

Transfert de gène p53 

 

P53 est un gène suppresseur de tumeurs fréquemment altéré dans les cancers incluant les 

carcinomes épidermoïdes de la tête et du cou (Brennan and Sidransky 1996; Dolivet, Colosetti 

et al. 1999). Il permet aux cellules ayant subi un stress biologique d'induire des réponses 
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antiprolifératives telles que l'arrêt de la croissance cellulaire ou l’apoptose et ce par activation 

de la transcription de gènes cibles (Wu, Burns et al. 1997; Burns, Bernhard et al. 2001). P53 

est alors considérée comme "Gardien du génome". L'inactivation du gène p53 dans des souris 

par knock-out, entraîne l'apparition d'un nombre anormalement élevé de tumeurs (Bodmer, 

Cottrell et al. 1989). La présence de mutations de p53 dans les cancers est un facteur de 

mauvais pronostic et de résistance à des thérapies anticancéreuses d’où l’intérêt d’envisager la 

restauration de son activité. Il a été montré que la restauration de l’expression de la protéine 

P53 sauvage permet la restauration de l'induction de l'apoptose in vitro (Merlin, Dolivet et al. 

2001) et l’inhibition de la croissance tumorale in vivo (Ndoye, Dolivet et al. 2006). La 

thérapie génique ciblant p53 a donné des résultats satisfaisants en clinique par utilisation de 

l’adénovirus ONYX-015 dans les cancers ORL, de l’ovaire, du colon et du foie (Galanis, 

Okuno et al. 2005; Vattemi and Claudio 2006; Nemunaitis, Senzer et al. 2007). La 

restauration de l’expression de P53 sauvage dans les cellules P53 déficientes par 

l’intermédiaire d’un adénovirus contenant le gène p53 normal a montré également des 

résultats prometteurs (Vecil and Lang 2003).  

Les vecteurs les plus utilisés dans la thérapie génique sont les vecteurs viraux, en particulier 

ceux dérivés des adénovirus grâce à leur tropisme naturel pour les voies aériennes 

supérieures, leur pouvoir infectieux et leur capacité a infecter de nombreux types de cellules 

quiescentes ou en division. La thérapie génique nécessite le choix d’un vecteur efficace mais 

ne présentant pas de risque de mutagénèse insertionnelle ni de pouvoir immunogène. Depuis 

quelques années, des vecteurs non viraux comme les liposomes et les polymères cationiques, 

notamment le polyéthylènimine (PEI) et ses dérivés, sont de plus en plus en utilisés mais les 

vecteurs non viraux ne sont pas aussi efficace que les vecteurs viraux. L’internalisation 

cellulaire des vecteurs de transfection se fait généralement par endocytose. Les vecteurs sont 

alors localisés dans les endosomes où ils peuvent être dégradés dans les lysosomes avant 
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d’atteindre le noyau. L’efficacité de transfert de gène dépend alors de leur libération des 

endosomes/lysosomes pour atteindre le cytosol et le noyau. Le PEI et ses dérivés ont été 

utilisés pour le transfert de gène grâce à leur propriété d’éponge de protons permettant 

l’éclatement des endosomes, la libération des complexes de transfection et l’échappement à 

leur dégradation par des lysozymes. L’échappement du PEI et ses dérivés des endosomes 

n’est pas toujours très efficace. Dans ce contexte l’internalisation photochimique, une 

nouvelle technologie a été développée dans le but d’augmenter l’efficacité de transfert des 

gènes par déstabilisation de la membrane des endosomes (Selbo, Hogset et al. 2002; Berg, 

Prasmickaite et al. 2003). 

L’optimisation des propriétés physiques et les procédures de transfection du protocole de 

transfection par des complexes PEI/ADN joue un rôle clé dans l’efficacité de la transfection. 

Des données bibliographiques montrent que les complexes PEI glycosylé/ DNA formés dans 

une solution de NaCl à 9‰ forment des agrégats ce qui limite leur capacité à rentrer dans les 

cellules, ces agrégats sont probablement plus toxiques. Nous avons montré dans cette étude 

que les conditions expérimentales pouvaient améliorer les résultats en dispersant les 

complexes PEI/ADN dans le soluté glucosé 5%. De plus, nous avons montré que le couplage 

de la PCI au PEI permettrait d’augmenter l’efficacité de la transfection et obtenir un niveau 

comparable à celui obtenu par des vecteurs viraux sans augmenter le ratio N/P des complexes 

PEI/ADN et diminuer la toxicité due à l’excès des charges positives. Ainsi, dans notre étude, 

en considérant les différents critères, nous montrons une amélioration de l’efficacité du 

transfert à environ 50% qui est comparable au niveau d’expression obtenu par transfection 

avec des vecteurs viraux. Le prolongement de l’efficacité de transfection par PCI en terme de 

quantité de protéine exogène exprimée et la durée de vie d’expression s’est avérée très 

intéressante puis qu’in vivo ce procédé a permis de diminuer le nombre des injections répétées 

pour un meilleur effet thérapeutique et un schéma d’administration beaucoup moins 
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contraignant (une injection au lieu de 4 injections par semaine) (Dolivet, Merlin et al. 2002; 

Ndoye, Dolivet et al. 2006). 

 L’apoptose ou mort cellulaire programmée est strictement régulée par la balance des 

protéines pro-apoptotiques et des protéines anti-apoptotiques. Cette balance est fréquemment 

dérégulée au cours de la cancérogenèse et provoque la résistance aux traitements 

anticancéreux. L’échappement des cellules à l’apoptose est critique à la croissance des 

tumeurs et présente l’un des marqueurs des cellules cancéreuses. De nombreux agents 

thérapeutiques anticancéreux exercent leur activité par activation de l’apoptose. La résistance 

à l’activation de l’apoptose peut être due à la mutation de P53. Il a été montré que la 

réintroduction de p53 par transfert de gène permet de restaurer l’inhibition de la croissance, 

l’apoptose et la sensibilité a la chimiothérapie et à la radiothérapie. Nous avons montré que la 

réintroduction de la protéine P53 dans une lignée cellulaire de cancer de pharynx exprimant 

une protéine P53 muté a permis la restauration de l’induction de la voie de l’apoptose 

entrainant l’inhibition de la croissance à long terme et nous confirmons donc ce rôle 

déterminant de P53 dans la régulation de la voie de l’apoptose et l’inhibition de la croissance 

cellulaire.  

  

 

Transfert de gène pten 

 

De nombreux travaux ont souligné l’influence de la protéine PTEN sur la croissance 

cellulaire. Comme nous l’avons évoqué dans l’introduction, l’altération et l’inactivation du 

gène pten sont majoritairement dues à des mutations entraînant l’expression d’une protéine 

mutée ou plus fréquemment à une répression de son expression. Il existe une corrélation entre 

les tumeurs malignes, la fréquence des mutations de pten et la fréquence de la perte de 
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l’hétérozygotie sur le bras court du chromosome 10. Pten est donc le premier gène 

suppresseur de tumeur à activité phosphatase, la protéine PTEN est associée à l’inhibition de 

la croissance cellulaire, l’apoptose et la cancérogenèse par son activité de protéine et de lipide 

phosphatase antagonisant la voie PI3K/AKT par déphosphorylation des de PIP3 en PIP2 

entrainant une inhibition de phospho-AKT, cible majeure et directe de la PI3K (Maehama and 

Dixon 1998). La perte de la fonction de PTEN dans les cancers est associée à une activation 

de l’AKT et des protéines impliquées dans la voie de PI3K/AKT. PTEN joue par conséquent 

le rôle d’un interrupteur “on–off switch” de la voie PI3K/AKT. La voie de PI3K a un rôle 

important dans le contrôle de diverses fonctions cellulaires incluant survie, cycle cellulaire et 

différentiation en réponse à des stimuli. AKT, est la protéine en aval directement activée par 

PI3K (Stambolic, Suzuki et al. 1998). AKT est un point de contrôle de la régulation de la 

transduction du signal et à un rôle dans la stimulation de la prolifération, la survie, 

l’angiogenèse et l’inhibition de l’apoptose par phosphorylation de divers substrat incluant 

BAD, HIF-1� et NF
B. La stimulation de la croissance et la résistance à l’apoptose liées à 

l’activation constitutive de cette voie de signalisation contribue à la cancérogenèse et à la 

résistance de divers types de cancers aux thérapies anticancéreuses standards. L’augmentation 

de l’expression de PTEN par transfert de gène est capable de reverser le phénotype malin dans 

les cellules de cancer d’ovaire. Nous avons montré, qu’effectivement, le transfert de pten 

permet la restauration de l’expression et la fonctionnalité de la protéine PTEN et l’inhibition 

de la croissance cellulaire à long terme, cet effet étant potentialisé par la PCI suggérant que le 

transfert de gène pten pourrait être une nouvelle approche thérapeutique innovante dans le 

traitement de plusieurs types de cancers. 
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Influence du transfert sur la réponse cellulaire au cétuximab 

Les récepteurs EGFR constituent un domaine d’intérêt démontré en cancérologie, ils sont 

surexprimés ou amplifiés dans 20 à 80% de cancers humains (Monnier, Milano et al. 2004). 

La surexpression tumorale de l’EGFR est un facteur d’agressivité tumorale et de mauvais 

pronostic. Ces dernières années les modalités de traitement de certains types de cancers se 

sont élargies avec les nouvelles stratégies thérapeutiques visant à bloquer spécifiquement des 

voies de signalisation médiées par les récepteurs tyrosine kinase. Le cétuximab se fixe sur la 

partie extracellulaire de l’EGFR au niveau du site de fixation du ligand endogène (Prewett, 

Rockwell et al. 1996). Cette fixation provoque une inhibition de la cascade de 

phosphorylation activant les voies de signalisation cytoplasmiques, notamment celles 

impliquant PI3K/PTEN/AKT et RAS/RAF/MAPK. Bien que l’utilisation thérapeutique de ces 

agents soit liée au niveau d’expression de la cible au sein du tissu tumoral, la réponse clinique 

ou histologique obtenue avec ces nouvelles molécules, utilisées seules ou en association, n’est 

pas toujours aussi élevée qu’on pourrait l’espérer (Fukuoka, Yano et al. 2003; Herbst 2004). 

La connaissance des mécanismes de résistance primaire ou secondaire au ciblage 

thérapeutique de l’EGFR permet d'identifier des paramètres prédictifs d'efficacité ou d'échec 

thérapeutique. L'ensemble des facteurs ainsi identifiés pour le ciblage de l’EGFR, se 

regroupent en grandes catégories concernant des modifications de la cible elle-même (formes 

mutées du récepteur dans sa partie extracellulaire ou dans sa partie intracellulaire), des 

changements d'activité des éléments constitutifs ou de contrôle de la voie de signalisation des 

récepteurs (mutations PTEN, mutations K-RAS, mutations P53) 

La perte d’expression de PTEN a par conséquence une activation constitutive d’AKT 

(Stambolic, Suzuki et al. 1998; She, Solit et al. 2003; Li, Luwor et al. 2006). Ce niveau 

d’expression élevé de phospho-AKT est la cause d’une sensibilité réduite aux anti-HER tels 



 156 

que le géfitinib et le cétuximab. Les travaux menés avec le géfitinib sur un modèle de cellules 

de cancer du sein surexprimant EGFR et porteuses d’une délétion de pten ont montré que la 

perte de la fonctionnalité de la protéine PTEN était associée à la résistance au géfitinib via 

l’hyperactivation d’AKT (She, Solit et al. 2003). Dans cette même étude, il a été montré que 

le transfert du gène pten sauvage permettait de restaurer l’expression de la protéine PTEN et 

d’assurer à nouveau le contrôle négatif de la phosphorylation de PI3K/AKT. Lorsque les 

cellules transfectées sont à nouveau exposées au géfitinib, les résultats montrent que la 

sensibilité cellulaire est également restaurée. Cette étude met, par conséquent, clairement en 

évidence, que l’expression de la protéine PTEN pourrait constituer un marqueur de la 

sensibilité cellulaire aux anti-HER. Li et son équipe ont montré que la résistance au cétuximab 

était associée à une surexpression de phospho-AKT, et que l’inhibition de phospho-AKT 

rétablissait la sensibilité au cétuximab (Li, Luwor et al. 2006). Nous avons montré que la 

réintroduction de l’expression de la protéine PTEN permet la restauration de la fonctionnalité 

des voies de signalisation PI3/AKT et MAPK ainsi que la capacité d’induction d’apoptose, 

confirmant ainsi le rôle essentiel de la fonctionnalité de PTEN dans la médiation de 

l’inhibition de la croissance et l’induction de l’apoptose dans des cellules surexprimant 

l’EGFR connues pour être résistantes au cétuximab . L’inhibition de croissance que nous 

avons obtenue après transfert du gène pten n’est pas P53 dépendante dans ces cellules. Le 

rétablissement de l’expression de PTEN a également potentialisé la sensibilité au cétuximab 

par restauration de l’inhibition de l’expression des voies de signalisations PI3K/AKT et 

MAPK. La fonctionnalité de la voie de signalisation PI3K/AKT contribue effectivement à 

l’action du cétuximab. Frattini et ses collègues et d’autres études plus récentes ont montré en 

clinique l’implication de la perte de PTEN dans la résistance au cétuximab dans les cancers 

colorectaux (Frattini, Saletti et al. 2007; Perrone, Lampis et al. 2008). D’autres études 

récentes ont montré que les mutations somatiques de KRAS et l’activation de pMEK 
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conditionnent la réponse au cétuximab dans les cancers colorectaux (Lievre, Bachet et al. 

2008; Merlin, Perkins et al. 2008). Dans les cancers de sein, les mutations activatrices du gène 

PIK3CA (code pour la sous unité catalytique de la PI3K) ou la perte de l’expression de PTEN 

sont corrélées à une mauvaise réponse au trastuzumab (anticorps monoclonal dirigé contre la 

partie extracellulaire d’HER2 autorisé dans le traitement des cancers de sein métastatique). 

Ces études donnent des preuves cliniques de l’intérêt de l’étude de l’intégrité des voies de 

signalisation PI3/AKT et RAS/RAF/MAPK et leur état de phosphorylation avant de proposer 

un traitement par cétuximab.  

P53 est aussi impliquée dans la résistance à divers traitements. Une étude récente dans une 

lignée de carcinome hépatocellulaire suggéraient l’implication du statut p53-muté dans la 

résistance au cétuximab (Huether, Hopfner et al. 2005). Une autre étude a montré 

l’implication de P53 dans l’inhibition de la PI3K par sa fixation sur le promoteur du gène qui 

code pour la sous unité catalytique de PI3K. Le rétablissement de l’expression de P53 dans 

nos cellules a pour conséquence une diminution de la croissance cellulaire et l’induction de 

l’apoptose, ce qui confirme le rôle essentiel, déjà établi, de p53 gène suppresseur de tumeur et 

inducteur d’apoptose. L’association du transfert de p53 et du cétuximab a pour conséquence 

un effet additif sur l’inhibition de croissance et l’induction d’apoptose et la restauration de 

l’inhibition de la phosphorylation des deux voies de signalisation PI3K/AKT et MAPK.  

Nos résultats montrent que l’effet du cétuximab dans l’inactivation d’EGFR est en grande 

partie dépendant de la fonctionnalité de PTEN tout comme celle de P53 dans les PC3 par 

inhibition des voies deux voies de signalisation PI3K/AKT et MAPK. Dans les cellules PC3 

les deux suppresseurs de tumeurs peuvent agir de manière indépendante sur le contrôle de la 

croissance cellulaire et sur l’activité du cétuximab, puisque le transfert de l’un ou l’autre est 

efficace. L’efficacité du cétuximab est apparentée à la fonctionnalité des deux voies 

PI3K/AKT et MAPK et ou de la voie de l’apoptose. 
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La première partie de cette étude montre que l’amélioration des protocoles de transfection par 

polyéthylènimine permet d’augmenter son efficacité, l’utilisation de la PCI permet de 

potentialiser le niveau et la durée la transfection et atteindre un niveau comparable au transfert 

de gène par des vecteurs viraux. La restauration de la fonctionnalité de la protéine P53 par 

transfert de gène p53 sauvage dans les cellules exprimant une protéine P53 mutée permet de 

restaurer l’inhibition de la croissance et l’induction de l’apoptose. La réintroduction du gène 

pten dans les cellules n’exprimant pas la protéine PTEN permet de restaurer l’inhibition de la 

croissance cellulaire. Les deux gènes suppresseurs de tumeurs pten comme p53 sont essentiels 

à l’inhibition de la croissance. La deuxième partie de cette étude montre l’implication des 

deux protéines PTEN et P53 dans la régulation des voies de signalisation PI3K/AKT et 

MAPK et leur impact sur la résistance cellulaire au cétuximab et l’intérêt de l’analyse des 

niveaux d’expression des phosphoprotéines de signalisation en aval d’EGFR. La restauration 

de l’expression des deux gènes suppresseurs de tumeurs p53 et ou pten permet de rétablir 

l’inhibition de la croissance, l’induction de l’apoptose et la sensibilité cellulaire au cétuximab. 

L’ensemble de ce travail montre l’intérêt potentiel de l’association de la thérapie génique et 

d’une thérapie ciblée anti-EGFR combinées à un diagnostic moléculaire visant à explorer la 

fonctionnalité des voies de signalisation en aval des récepteurs de la famille HER 
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IX. Perspectives: 

 La biologie moléculaire a permis de mieux comprendre les mécanismes de l’oncogenèse et 

d’identifier des cibles thérapeutiques potentielles. Sur la base de ces connaissances, les 

thérapies anticancéreuses débouchent depuis quelques années sur des nouveaux axes 

thérapeutiques, les thérapies ciblées, qui par opposition aux chimiothérapies sont dirigées 

contre des cibles moléculaires (incluant les récepteurs HER) contrôlant des voies de 

signalisation intracellulaires impliquées dans la transformation des cellules malignes. 

Cependant ces thérapies ciblées ne semblent pas donner les résultats tant espérés avec des 

taux de réponse de 25 à 50%, comme dans le cas du trastuzumab dans le cancer du sein 

métastatique ou du cétuximab dans le cancer du colon métastatique. Dans le but d’éclaircir 

quelques points d’ombre dans ce domaine, plusieurs travaux sur des modèles in vitro, in vivo 

et l’analyse moléculaire des tumeurs des patients ont permis de mieux comprendre cette 

résistance. Une meilleure connaissance des niveaux d’expression des phosphoprotéines de 

signalisation en aval de l’EGFR permettrait donc de mieux identifier les patients susceptible 

de bénéficier de ces traitements en déterminant des marqueurs prédictifs de la réponse aux 

thérapies ciblées. A ce niveau, l’utilisation de techniques innovantes permettant l’analyse 

simultanée des niveaux d’expression de nombreuses phosphoprotéines de signalisation 

impliquées, à partir d’échantillons tumoraux de petite taille, comme le Bioplex® 

phosphoprotein array, apparait intéressante. L’exemple récent de l’analyse de pMEK comme 

marqueur prédictif de résistance au cétuximab chez les patients présentant un cancer 

colorectal vient étayer cette hypothèse.  

Par ailleurs, au cours de ces dernières années, l’amélioration des propriétés chimiques et 

physiques des nouveaux vecteurs non viraux a permis d’augmenter l’efficacité de la 

transfection à un niveau comparable au niveau de transfert obtenu par des vecteurs viraux ont 

diminuant le risque de mutagénèse insertionnelle. A plus long terme, et après validation des 
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résultats in vivo, le transfert clinique sous la forme d’un essai de thérapie génique pourrait être 

proposé avec une procédure de transfert local des gènes de pten et/ou p53 par 

polyéthylènimine chez les patients présentant des mutations de pten et ou p53 et pourquoi pas 

la combinaison de la thérapie génique et les thérapies ciblées. Cette perspective aboutirait à 

proposer des combinaisons de traitements liés à l’analyse moléculaire individuelle (carte 

génétique) de la tumeur de chaque patient.  
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X. Liste des abréviations: 

53BP2: p53-binding protein 2 

4EBP: 4E bindingproteins 

ADCC: antibody-dependent cellular cytotoxicity 

ADN: acide désoxyribonucléique 

ADNc: acide désoxyribonucléique complémentaire 

AKT/PKB: protéine kinase B 

AlPCS2a: aluminium phtalocyanine disulfonate 

AP1: activator protein 1 

APC : adenomatos polyposis coli 

ARN: acide ribonucléique 

ATF2: activating transcription factor 2 

ATR : ataxia-telangiectasia related protein 

ATM : ataxia-telangiectasia mutated 

BAK: bcl2 antagoniste/ killer 

BAX: bcl2 associated x protein 

BcL2: b cell lymphoma 2 

BRR: bannayan-riley-ruvalcaba 

p300/CBP: Creb Binding Protein 

CDC: complement dependent cytotoxicity 

Cdc2: cycle dependant cyclin 

CDCC: complement-dependent cell-mediated cytotoxicity 

CDK : cyclin dependent kinase 

CHK1: checkpoint kinase 1 

CHK2: checkpoint kinase 2 
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CISH: chromogenic in situ hybridization 

CK2: casein kinase 

CS: Cowden syndrome 

DISC: death inducing signaling complex 

DNA-PK: DNA-dependant kinase  

DR5/Killer: death receptor 5 

Drg1: developmentally regulated GTP binding protein 1 

E2F1: elongation 2 factor 

EGFR: epidermal growth factor receptor 

ERK: extracellular signal regulated kinase 

FAK: cal adhesion kinase 

Fas: apo-1, CD95 

FISH: fluorescent in situ hybridization 

GSK 3: glycogene synthase kinase-3 

HER: human epidermal receptor 

IgG1: isotype immunoglobulin 

ITR: inverted terminal repeat 

MAGI: guanylate-kinase inverted 

MAPK: mitogen activated protein 

MAST3: microtubule-associated serine/threonine kinase 

MDM2 : mouse double minute 2 

MDR: multidrug resistance 

MEF: mouse embryonic fibroblasts 

MKK4: mitogen-activated kinase 

MMAC1: mutated in multiple advanced cancers 
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mTOR: mammalian Target Of Rapamycin 

NEDD4-1: neural precursor expressed developmentally downregulated 4-1 

NES: nuclear export signal  

NF1: nuclear factor1 

NFkB: nuclear factor-kappa B 

NHERF: Na+/H+ exchanger regulatory factor 

NK: natural killer 

NLS: Nuclear localisation 

P21 : waf-1, CIP 

PCI: photochemical internalisation 

PCR: Polymerase Chain Reaction 

PDGFR : platelet-derived growth factor receptor 

pEGFR: phospho-EGFR 

pERK: phospho-ERK 

PEI: polyEthylèneImine 

pGSK3�: phospho-GSK3� 

pP70S6K: phospho-P70S6K 

PI3K: phosphatidylinositol 3-OH kinase 

PIP3: phosphatidylinositol 3,4,5 triphosphate 

PIP2: phosphatidylinositol 3,4 biphosphate 

PTEN: phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten 

RPMI: roswell park memorial institute 

RT-PCR: reverse transcriptase - polymerase chain reaction 

PUMA: p53 upregulated modulator of apoptosis 

Rb: rétinoblastome 
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RITA: reactivation of p53 and induction of tumor cell apoptosis 

SAST: syntrophin-associated serine/threonine Kinase 

Src: protéine du sarcome de roux 

SV40: Simian virus 40 

TAF1: TBP associated factors 

TEP1: TGF�- regulated and epithelial cell-enriched phosphatase 

TFIID: transcription factor IID 

TGF�: transforming growth factor � 

TPPS2a: tétraphenylporphine disulfonate 

Thr: thréonine 

TRAIL: TNF-related-apoptosis-inducing-ligand 

TBS : tris buffer salin 

TBST : tris buffer saline tween 

TIRF : total internal reflection fluorescence 

TNF :  tumor necrosis factor 

VEGF: vascular endothelial growth factor 

VHB: virus de l'hépatite B 

VHC: virus de l'hépatite C 

VPH: virus du papillome humain 
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