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1. Les cancers broncho-pulmonaires 

1.1.  Généralités 

Responsables de 14.1 millions de nouveaux cas et de 8.2 millions de décès en 2012, les cancers 
sont une cause majeure de morbi-mortalité dans le monde (1). En France métropolitaine, on 
estime à 385 000 le nombre de nouveaux cancers en 2015 (2). En raison de l’accroissement et 

du vieillissement de la population française ainsi que de l’amélioration des outils diagnostiques, 
l’incidence des cancers (toutes localisations confondues) est en augmentation croissante (3). 
Les cancers les plus fréquemment diagnostiqués chez l’homme et la femme sont respectivement 

les cancers de la prostate et du sein. 
Avec plus de 149 000 décès annuels, les cancers sont reconnus en France comme une priorité 
nationale de santé publique. Depuis 2003, le gouvernement français a établi 3 plans cancers 
successifs (2003-2007, 2009-2013 et 2014-2019) afin de mobiliser tous les acteurs de santé 
autour des patients et améliorer leur prise en charge. Le 3ème plan cancer, présenté par François 
Hollande en 2014, s’organise autour de 4 objectifs principaux (4): 

- Guérir plus de patients tout en assurant un accès aux soins de même qualité pour tous  
- Préserver la qualité de vie des personnes pendant et après leur maladie  
- Mettre l’accent sur la prévention afin de réduire l’incidence des cancers aux causes 

évitables, et financer la recherche contre le cancer 
- Améliorer le pilotage des politiques de lutte contre le cancer  

1.1.1. Données épidémiologiques des cancers broncho-pulmonaires 

En 2012, on recense à travers le monde plus de 1.8 millions de nouveaux cas de cancer du 
poumon (soit 13% de tous les cas de cancers) ce qui place cette néoplasie au 3ème rang des 
cancers les plus fréquemment diagnostiqués. De surcroit, il s’agit de la principale cause de 

mortalité par cancer avec 1.6 millions de décès estimés (soit 1/5ème de tous les décès par 
tumeur) (1). Comparativement aux autres localisations, le cancer bronchique a le ratio mortalité 
/ incidence le plus élevé (0.87 en moyenne dans le monde) en raison d’un très faible taux de 
survie. Les taux d’incidence et de mortalité évoluent donc selon les mêmes tendances, 

indépendamment de l’indice de développement humain du pays (1). L’Amérique du Nord est 
le continent où le cancer broncho-pulmonaire est le plus fréquent (taux d’incidence standardisé 
à l’âge de 38.3/100 000 habitants), tandis que le taux d’incidence le plus faible est attribué à 
l’Afrique de l’Ouest (1.4/100 000 habitants) (5) (figure 1). 
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Figure 1: Taux d’incidence (ASIR, en bleu) et de mortalité (ASMR, en orange) des cancers 

broncho-pulmonaires dans les différentes régions mondiales (taux standardisé avec l’âge, tous 

sexes confondus) (5). 

 

 

Avant 1980, l’incidence et la mortalité liées au cancer du poumon sont en constante 
augmentation chez les deux sexes dans les pays à fort indice de développement humain. On 
assiste depuis le milieu des années 1980 à une forte diminution de ces 2 paramètres chez 
l’homme (Figure 2a). Chez la femme, cette inversion de tendance semble décalée dans le 
temps, de près de 20 ans par rapport à celle de l’homme (Figure 2b). Elle semble déjà avoir 
débuté aux Etats-Unis et en Europe du Nord depuis les années 2000, tandis que dans les pays 
d’Europe de l’Est, de l’Ouest et du Sud, la mortalité par cancer bronchique chez la femme ne 

cesse de croître (6).  
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Figure 2 : Evolution des taux de mortalité liée au cancer du poumon chez l’homme (a) et la 

femme (b) dans les différents pays (taux standardisé avec l’âge) (6). 

 

Ces données épidémiologiques font écho aux habitudes de consommation tabagique respectives 
des hommes et des femmes (figure 3, cf partie 1.1.2.1). 
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Figure 3 : Evolution de la consommation tabagique (en noir) et des taux de mortalité des 

cancers broncho-pulmonaires chez l’homme (en bleu) et la femme (en rouge) aux Etats-Unis 

(taux standardisé avec l’âge) (7). 

 

 

En 2012, le cancer du poumon est responsable de 39 500 nouveaux cas et 29 900 décès en 
France (3). La majorité des cas de tumeur bronchique concernent les hommes (71% des cas) 
(8). Le cancer du poumon se positionne au 2ème rang des cancers les plus incidents chez 
l’homme derrière le cancer de la prostate. Il représente également le 3ème cancer le plus fréquent 
chez la femme après les cancers du sein et du colon-rectum (figure 4). D’autre part, il représente 

de loin le cancer le plus meurtrier chez l’homme devant les cancers colorectaux et de la prostate. 

Chez la femme, il se positionne à la 2ème place, derrière le cancer du sein.  
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Figure 4 : Estimation du nombre de cas et de décès par localisation en 2012 en France, chez 

l’homme et la femme (9). 

 

Le cancer du poumon se développe généralement chez les personnes adultes, de plus de 45 ans. 
L’âge médian des malades au moment du diagnostic est de 71 ans (figure 5) (10). 
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Figure 5 : Incidence des cancers broncho-pulmonaires selon le sexe et l’âge (10). 

 

1.1.2. Facteurs étiologiques et facteurs de risque  

Le cancer broncho-pulmonaire est une maladie multi-causale résultant de l’effet combiné de 

facteurs génétiques et environnementaux. 

1.1.2.1. Le tabagisme  

Le tabac est le principal facteur de risque de développer un cancer du poumon et représente la 
principale cause évitable de mortalité prématurée (11). Il est notamment à l’origine de 87% des 

décès par cancer du poumon (12). De nombreuses études épidémiologiques ont montré que les 
fumeurs ont 20 fois plus de risque de développer une tumeur pulmonaire que les non-fumeurs 
(13).  

 A ce jour, l’International Agency for Research on Cancer (IARC) a recensé plus de 60 
carcinogènes parmi les 4000 molécules chimiques composant la fumée de cigarette (14). En 
causant de multiples dommages à l’ADN, ces agents et leurs métabolites sont capables d’induire 

la cancérogenèse ou d’augmenter l’incidence d’un cancer. Les cancérigènes les plus courants 

sont : les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) et les nitrosamines (dans la phase 
particulaire), l’1,3-butadiène, l’oxyde d’éthylène, le benzène et les aldéhydes (dans la phase 
gazeuse) (15).  

D’autres substances présentes dans les inhalations de cigarette peuvent favoriser la progression 

tumorale en accélérant l’activité des cancérogènes (promoteurs de tumeurs, co-carcinogènes) 
ou en générant des lésions tissulaires pulmonaires (radicaux libres, agents toxiques, pro-
inflammatoires ou oxydants). 

Le risque de survenue d’un cancer dépend de l’âge de début du tabagisme, du nombre de 
cigarettes fumées chaque jour, du type de tabac utilisé (cigarettes à filtres, à taux réduit en 
goudron) (16) mais surtout de la durée du tabagisme (13). A l’arrêt du tabac, le risque de 

cancérogenèse  pulmonaire décroît progressivement avec le temps (13). Il restera cependant 
supérieur à celui des personnes n’ayant jamais fumé (17). Le tabagisme passif augmente de 20 
à 30% le risque de développer un cancer du poumon par rapport à une personne non exposée 
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(18,19).Quinze pourcents des cas de cancers pulmonaires surviennent chez les non-fumeurs 
(n’ayant jamais fumé) ce qui suggère l’existence d’autres facteurs de prédisposition au cancer 

bronchique (20).  

1.1.2.2. Le radon 

Le radon est classé comme le second facteur prédisposant aux cancers bronchiques. 
Historiquement, ce gaz radioactif présent dans les sols est à l’origine de nombreux cas de cancer 

pulmonaire chez les mineurs (21). L’exposition chronique au radon induit de façon indirecte de 
nombreuses mutations ponctuelles et lésions de l’ADN via l’émission de particules alpha 

ionisantes (22).  

1.1.2.3. Autres substances cancérigènes 

D’autres facteurs sont impliqués dans le développement des cancers pulmonaires : les 
cancérigènes à usage professionnel (l’amiante, le chrome, l’arsenic, le cadmium, la silice, le 

nickel) (23), en lien avec les habitudes domestiques (les fumées de charbon de bois, les vapeurs 
d’huiles de cuisson) (24), ou issus de la pollution atmosphérique (25). 

1.1.2.4. Prédisposition génétique 

Les facteurs héréditaires jouent un rôle non négligeable dans l’établissement des cancers 

pulmonaires. Les personnes ayant des antécédents familiaux de cancer bronchique ont entre 1.6 
et 3.6 fois plus de risque de développer une tumeur (26). 

1.1.2.5. Pathologies pulmonaires et systémiques 

Certaines pathologies bronchiques (comme la bronchopneumopathie chronique obstructive ou 
BPCO (27)) et systémiques (tels que le syndrome d’immunodéficience acquise ou SIDA (28)) 
peuvent également favoriser la cancérogenèse pulmonaire.  

 

1.1.3. Classification des cancers du poumon 

Sous le terme générique de « cancer bronchique », on englobe un ensemble de pathologies dont 
les caractéristiques histologiques, moléculaires, étiologiques, épidémiologiques, 
comportementales et pronostiques sont très variées.  

La classification des tumeurs pulmonaires est aujourd’hui à la base de la prise en charge des 

patients selon une médecine plus personnalisée. En stratifiant les tumeurs selon des groupes 
homogènes, les classifications permettent d’estimer plus facilement le pronostic des patients et 
d’orienter les cliniciens sur la stratégie thérapeutique la plus adaptée au type de cancer. Deux 

classifications sont actuellement utilisées pour les différencier : la classification histologique 
proposée par l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) et la classification TNM définie par 
l’Union for International Cancer Control (UICC). 

Les avancées portant sur la caractérisation des tumeurs, les techniques diagnostiques et les 
stratégies thérapeutiques conduisent à la révision régulière de ces nomenclatures.    
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1.1.3.1. Classification histologique (OMS) 

La classification établie par l’OMS consiste en la caractérisation des tumeurs selon des critères 

anatomo-pathologiques (29). La dernière version, publiée en 2015, intègre les données 
histochimiques et moléculaires dans la nomenclature (30). Histologiquement, on différencie 2 
catégories de cancer du poumon : les cancers broncho-pulmonaires non-à-petites cellules 
(CBNPC) et les cancers broncho-pulmonaires à petites cellules (CBPC).  

· Les cancers broncho-pulmonaires à petites cellules 
(CBPC) 

Les CBPC, également connus sous le nom de carcinomes neuro-endocrines, représentent 15% 
des cas de cancer du poumon (31). Ils se développent à partir des cellules neuro-endocrines 
tapissant l’épithélium bronchique, le plus souvent au niveau des voies aériennes proximales. Ils 

représentent la forme la plus agressive de cancer pulmonaire en raison de leur fort potentiel 
mitotique, métastatique et nécrotique (32).  Le tabagisme serait à l’origine de plus de 95% des 

cas de CBPC (8,33). 

A l’examen cyto-pathologique, les CBPC se composent de petites cellules arrondies à rapport 
nucléo-cytoplasmique élevé, en forme de grain d'avoine. Au niveau immunohistochimique, 
90% des CBPC expriment un ou plusieurs marqueurs neuro-endocrines (synaptophysine, 
chromogranine A et CD56) ainsi que le facteur-1 de transcription de la thyroïde (TTF-1) (34).  

La prise en charge du CBPC reste encore aujourd’hui un véritable challenge. L’efficacité de la 

chirurgie et de la radiothérapie est limitée en raison du diagnostic souvent tardif et du caractère 
hautement invasif de ces tumeurs. Ces tumeurs ont une bonne réponse initiale aux 
chimiothérapies mais développent rapidement de nombreuses résistances, ce qui explique leur 
très mauvais pronostic (taux de survie à 5 ans inférieur à 7%) (32). 

· Les cancers broncho-pulmonaires non-à-petites 
cellules (CBNPC)  

Les CBNPC sont la principale forme histologique de cancer pulmonaire (85% des cas de cancer 
pulmonaire) (31). Ils sont répartis en trois principaux sous-types : les adénocarcinomes, les 
carcinomes à cellules squameuses et les carcinomes à grandes cellules.  

� Les adénocarcinomes  

Les adénocarcinomes sont les formes les plus communes de CBNPC (40% des cas). La majorité 
des adénocarcinomes est liée au tabagisme. Ils représentent aussi le principal sous-type de 
cancer pulmonaire diagnostiqué chez les non-fumeurs (62% des cas) (35), les femmes (36) et 
les jeunes de moins de 40 ans (37). Ce sont des tumeurs épithéliales malignes caractérisées par 
une différenciation glandulaire ou la sécrétion de mucus (38). Contrairement aux CBPC et aux 
carcinomes épidermoïdes, ces tumeurs sont majoritairement localisées au niveau des voies 
aériennes périphériques (80% des cas) (39). Elles ont un taux de prolifération plus restreint que 
les autres sous–types histologiques de cancer pulmonaire mais ont un plus fort potentiel 
métastatique. Sur le plan immunohistochimique, les adénocarcinomes expriment les marqueurs 
spécifiques CK7 et TTF-1 (40).  
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En 2011, une nouvelle classification, spécifique des adénocarcinomes pulmonaires, a été établie 
afin de faciliter l’identification du type de tumeur, établir son pronostic et améliorer la prise en 
charge des patients (41) (tableau 1 ). Cette nomenclature classifie les tumeurs selon leur 
organisation structurale, leur taille et leur potentiel invasif. 

 

Tableau 1 : Classification des adénocarcinomes pulmonaires établie par l’International 

Association for the Study of Lung Cancer, l’American Thoracic society et l’European 

Respiratory Society (42). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

� Les carcinomes à cellules squameuses  

Les carcinomes à cellules squameuses (SCC) (ou carcinomes épidermoïdes ou carcinomes 
malpighiens) représentent environ 30% de l’ensemble des CBNPC. Ils sont généralement 

localisés au niveau central dans l’arbre respiratoire, au sein des grosses bronches (39). Ces 
cancers sont fortement en lien avec la consommation tabagique (43). Histologiquement, ils se 
caractérisent par la  kératinisation des cellules à l’origine de structures caractéristiques (perles 

cornées, ponts d’union intercellulaires) (44). Ces carcinomes ont généralement une agressivité 
locale, ils métastasent moins fréquemment que les autres formes de CBNPC. Ces tumeurs sont 
caractérisées par l’expression notamment des marqueurs P40 (45), P63 et CK5/6 (40).  
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De nombreuses études portent actuellement sur l’identification de thérapies ciblées pour leur 
traitement (46).  

� Les carcinomes à grandes cellules 

Les carcinomes à grandes cellules sont la forme la moins courante de CBNPC (environ 20% 
des cas). Leur diagnostic est un diagnostic d’exclusion : ils se distinguent principalement des 
autres formes de cancer bronchique par leur caractère indifférencié. Ce sont des tumeurs 
périphériques très invasives et volumineuses constituées de grandes cellules polygonales 
atypiques. 

 

1.1.3.2. Classification TNM (UICC) 

La classification TNM (Tumor, Node, Metastasis) décrit l’extension anatomique de la tumeur. 

Contrairement à la classification de l’OMS, elle prend en compte l’envahissement local mais 

aussi métastatique. La stratification des cancers repose sur 3 critères majeurs (47) (tableau 2a):  

- T : la Taille de la tumeur primitive et envahissement tissulaire local  

- N : l’envahissement des ganglions lymphatiques locorégionaux (Nodes), la taille et le 
nombre de ganglions atteints 

- M : la présence ou l’absence de Métastase(s) dans l’organe ou à distance 

 

Les tumeurs sont catégorisées en 5 stades histo-pathologiques reflétant leur état d’avancement 

et orientant la stratégie thérapeutique à adopter (tableau 2b): 

- Stade 0 : Cancer in situ, non invasif  

- Stade I : Invasion très localisée, sans métastase  

- Stade II : Extension limitée localement et/ou atteinte ganglionnaire satellite minime  

- Stade III : Atteinte locale importante et/ou atteinte ganglionnaire satellite majeure  

- Stade IV : Tumeur avec métastase(s) 
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Une nouvelle version de la classification TNM devrait prochainement être publiée (fin 2016). 
Basée sur une étude épidémiologique à très large spectre, elle proposera une nouvelle 
subdivision des groupes T, N et M afin d’affiner la nomenclature et ainsi améliorer la prise en 
charge des patients (49,50). 

 

Conclusion 

Les cancers broncho-pulmonaires sont un problème majeur de santé publique avec plus de 1.8 
millions de nouveaux cas et 1.6 millions de décès annuels estimés dans le monde. Leur 
incidence est fortement corrélée aux habitudes tabagiques de la population. Les cancers 
broncho-pulmonaires non-à-petites cellules représentent la forme la plus diagnostiquée (85% 
des cas de cancers pulmonaires). Ce type histologique sera l’objet d’étude de cette thèse et sera 

développé dans le paragraphe suivant. 

 

1.2.  Les CBNPC 

1.2.1. Physiopathologie des CBNPC 

La cancérogenèse pulmonaire est un long processus multi-étapes aboutissant à la transformation 
d’une cellule épithéliale normale en une cellule tumorale. Elle comprend 3 phases : l’initiation, 

la promotion et la progression.  

L’initiation tumorale consiste en l’apparition d’anomalies génétiques et/ou épigénétiques 

irréversibles dans une cellule isolée ou un petit groupe de cellules. Ces altérations résultent 
d’une transmission héréditaire, apparaissent de façon spontanée ou sont induites par des 

carcinogènes (radiations, agents chimiques, virus…). Si ces lésions concernent un ou plusieurs 

gènes impliqués dans le maintien de l’homéostasie tissulaire (oncogènes, gènes suppresseurs 

de tumeurs), l’équilibre entre les signaux intracellulaires prolifératifs et antiprolifératifs est 

rompu, et les cellules initiées se multiplient de façon continue et incontrôlée (Figure 6). La 
promotion consiste en l’expansion clonale de ces cellules transformées. Au cours des divisions 

successives, les anomalies sont transmises à la descendance. De surcroit, les cellules 
accumulent de nouvelles mutations, leur permettant de toujours plus se diviser tout en 
échappant aux systèmes de contrôle de l’organisme. Lors de la progression, ces cellules vont 

perdre peu à peu leurs caractères de différenciation, elles forment alors une grosse masse 
cellulaire anormale envahissant les tissus voisins. Dans certaines conditions, les cellules 
peuvent se détacher de la tumeur primitive et migrer dans le reste de l’organisme via les voies 
lymphatiques ou sanguines pour former des métastases à distance. 
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Au terme de cette transformation, la cellule a acquis de nouvelles propriétés biologiques 
caractéristiques de la cellule cancéreuse (ou « hallmarks ») (52) (Figure 7): 

- l’acquisition d’un potentiel de réplication illimité  

- le maintien d’un état prolifératif constant, indépendamment de tout facteur de croissance 

- une insensibilité aux signaux antiprolifératifs 

- la capacité à résister à la mort cellulaire programmée (ou apoptose) 

- la capacité à induire la néo-vascularisation (ou néoangiogenèse)  

- l’acquisition d’un phénotype invasif et métastasiant  

- la reprogrammation du métabolisme énergétique cellulaire 

- la capacité à échapper au système immunitaire 

- l’acquisition d’une instabilité génomique et la forte propension à subir de nouvelles  
mutations à chaque division cellulaire 

- l’induction de l’inflammation  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7 : Les caractéristiques biologiques (ou hallmarks) d’une cellule cancéreuse, selon D. 

Hanahan et R.A.Weinberg (52).  
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1.2.2. Caractéristiques moléculaires des CBNPC 

Depuis plusieurs décennies, de nombreuses anomalies génétiques ont été mises en évidence 
dans les CBNPC. Lors de la tumorigenèse, ces altérations touchent principalement 2 grandes 
catégories de gènes : les proto-oncogènes qui stimulent la division et la différenciation 
cellulaires, et les gènes suppresseurs de tumeurs qui freinent la prolifération (Figure 8). Le 
développement d’un cancer résulte généralement de l’activation d’au moins un proto-oncogène 
associé à l’inactivation d’un gène suppresseur de tumeur. 

 

 

 

Figure 8 : Représentation schématique des voies de signalisation intracellulaires altérées lors 

de la tumorigenèse (51). 

 

 

1.2.2.1. Les (proto-)oncogènes  

Les proto-oncogènes codent pour des protéines impliquées dans les voies de signalisation 
intracellulaire de croissance. Lors de la transformation tumorale, les proto-oncogènes sont 
activés en oncogènes sous l’effet de mutations ponctuelles, d’amplifications géniques, ou de 

translocations chromosomiques. Ces gènes s’exprimant selon le mode dominant, la mutation 
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d’un seul allèle est suffisante pour induire la conversion. Il en résulte une activation constitutive 
des protéines qu’ils codent, une surexpression de celles-ci ou l’expression de protéines 

aberrantes (53). Nous développerons ci-dessous seulement les oncogènes les plus fréquemment 
identifiés dans les adénocarcinomes (KRAS, EGFR, ALK, MET, HER2 et BRAF) et les 
carcinomes à cellules squameuses (PIK3CA et FGFR1) (Figure 9). 

 

Figure 9 : Principales anomalies génétiques identifiées dans les adénocarcinomes et des 

carcinomes à cellules squameuses (54). 

 

Soixante pourcents des adénocarcinomes et environ 50-80% des carcinomes à cellules 
squameuses présentent au moins une mutation oncogénique connue (54). 94% des mutations 
sont mutuellement exclusives c’est-à-dire que la présence d’une première mutation empêche 

l’acquisition d’une seconde anomalie. 

· KRAS (Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) 

Les mutations de KRAS sont observées dans 20% des CBNPC, plus particulièrement dans les 
adénocarcinomes pulmonaires (30%) (39) (figure 9) et chez les consommateurs de tabac (55). 
Ces mutations ponctuelles affectent le plus souvent les codons 12, 13 et 61 et entrainent une 
activation constitutive de la protéine G sous-membranaire codée, avec une activation des voies 
de signalisation MAPK et PI3K en aval (56,57) (figure 10). Sauf quelques rares exceptions, les 
mutations de KRAS et les mutations de l’EGFR et ou/de BRAF sont mutuellement exclusives.  
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Figure 10 : Représentation schématique des principaux acteurs des voies de signalisation 

intracellulaires (de gauche à droite MAPK/MEK/ERK, PI3K/AKT/mTor et JAK/STAT) altérés 

dans les CBNPC (58). Abréviations : carcinomes à cellules squameuses (SCC). Les anomalies 

moléculaires pour lesquelles il existe une thérapie ciblée approuvée sont en rouge. Les 

altérations pour lesquelles des nouvelles molécules sont testées en essai clinique sont en vert. 

Les anomalies pour lesquelles il n’existe pas actuellement d’inhibiteur disponible sont en jaune. 

Les flèches noires représentent les activations en aval dans les voies de signalisation tandis que 

les traits rouges indiquent un effet inhibiteur. Les flèches en pointillé représentent les 

mécanismes d’auto-activation de KRAS muté impliqués dans la résistance aux inhibiteurs de 

l’activité tyrosine kinase de l’EGFR (EGFR TKI). 

 

· EGFR (epidermal growth factor receptor)  

Le gène de l’EGFR code pour un récepteur membranaire à domaine tyrosine kinase de la famille 
HER (Human Epidermal growth factor Receptor), nommé EGFR ou HER1. L’EGFR est 

souvent surexprimé dans les CBNPC (62% des cas) (59). Des mutations activatrices au niveau 
des exons 19 et 21 (délétion LREA et L858R respectivement) de l’EGFR sont présentes dans 

environ 15% des adénocarcinomes (54), ce sont également les plus fréquentes chez les non–

fumeurs (44%) (55). Ces mutations entrainent une activation constitutive des voies de 
signalisation MAK, PI3K et JAK/STAT en aval.  

 

· HER2 (Human epidermal growth factor receptor 2) 

HER2 code pour un autre récepteur membranaire de la famille HER, en amont des voies MAPK, 
PI3K et JAK/STAT. L’amplification de HER2, dans 20% des CBNPC, aboutit à 
l’hyperexpression de la protéine HER2 (60). La mutation activatrice du domaine tyrosine kinase 
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de HER2 par insertion au niveau de l’exon 20 concerne 4% des CBNPC, et principalement des 
adénocarcinomes (57).  

· ALK (Anaplastic lymphoma kinase)  

ALK est un récepteur à domaine tyrosine kinase localisé à la membrane des cellules. Présent 
dans 7% des CBNPC, le réarrangement chromosomique entre les gènes ALK et EML4 

(echinoderm microtubule-associated protein-like 4) conduit à l’activation constitutive d’une 

protéine de fusion ALK et à la stimulation des voies de signalisation en aval (PI3K, STAT et 
JAK) (39). Cette anomalie, exclusive des mutations de l’EGFR ou de KRAS, est fréquemment 
identifiée chez les jeunes patients non-fumeurs (57).  

· BRAF (v-Raf murine sarcoma viral oncogene 
homolog B1) 

Les mutations BRAF, impliquées dans l’activation constitutive de la voie des MAPK, sont 

observées dans 2-3% des CBNPC, très majoritairement dans les adénocarcinomes et 
généralement chez les fumeurs (61–63). Ces mutations sont observées au niveau des exons 11 
et 15 et le variant V600E représente plus de la moitié des anomalies BRAF. Il n’a pas été établi 
de corrélation entre la survie globale et le statut BRAF (63). 

· MET (mesenchymal-to-epithelial transition gene ou 
hepatocyte growth factor receptor, HGFR) 

MET code pour le récepteur tyrosine kinase du facteur de croissance des hépatocytes (HGFR). 
L’amplification génomique de MET est identifiée dans 4% des adénocarcinomes.  

· FGFR1 (fibroblast-growth factor receptor 1) 

L’amplification du gène FGFR1 induit la surexpression du récepteur membranaire FGFR1 à 
activité tyrosine kinase. Cette anomalie est couramment observée dans les carcinomes à cellules 
squameuses (20%) (64) et est de bon pronostic (65). 

· PI3KCA (Phosphatidylinositol-3 kinases catalytic 
alpha polypeptide) 

PI3KCA code pour une sous-unité des protéines phosphoinositide-3-kinases (PI3K) sous-
membranaires impliquée dans la transduction des signaux de croissance. L’incidence des 

altérations de PI3KCA dans les CBNPC est d’environ 2-5%, avec une forte prédominance dans 
les carcinomes à cellules squameuses. Les anomalies de PI3KCA résultent d’une amplification 

génique (35% des SCC) ou d’une mutation ponctuelle (15% des SCC) et ont pour conséquence 

une hyperstimulation de la voie de signalisation AKT en aval. Ces mutations ne sont pas 
exclusives, elles coexistent fréquemment avec les mutations KRAS, EGFR et ALK (66).  

· Autres anomalies 

Les réarrangements KIF5B-RET et ROS1-FIG, les mutations DDR2, AKT et NRAS représentent 
moins de 1% des anomalies génétiques des CBNPC.  
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1.2.2.2.  Les gènes suppresseurs de tumeurs (ou anti-oncogènes)  

Les gènes suppresseurs de tumeurs codent pour des protéines impliquées dans l’arrêt du cycle 

cellulaire, l’induction de la mort cellulaire programmée (apoptose) et la réparation de l’ADN 

lésé. Dans le contexte de la cancérogenèse, une perte de fonction de ces gènes favorise 
l’hypercroissance cellulaire et l’accumulation d’altérations génétiques (figure 8). Les anti-
oncogènes étant récessifs, leur inactivation résulte de l’altération des deux allèles (par délétion 

homozygote ou plus fréquemment par perte d’hétérozygotie puis inactivation du second allèle 

par mutation ou modification épigénétique). Les principaux gènes suppresseurs de tumeur 
impliqués dans la carcinogenèse pulmonaire sont : TP53, PTEN, RB, p16INK4a, p14ARF et LKB1 
(figures 10 et 11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11 : Les voies p16Ink4a/Rb et p14ARF/p53 impliquées dans la régulation du cycle 

cellulaire. Adapté de (67). 

 

· p53 

Physiologiquement, le facteur de transcription p53 est un « gardien du génome » : il garantit 
son intégrité et sa stabilité au cours des divisions cellulaires. En réponse aux signaux de stress 
aigu (activation d’un oncogène, lésion de l’ADN…), p53 bloque transitoirement le cycle pour 

permettre une réparation de l’ADN ou induit la mort cellulaire programmée (ou apoptose) si la 

restauration de l’ADN n’est pas possible (68). P53 joue un rôle critique dans la suppression des 
processus tumoraux, et l’altération ou la perte d’expression de p53 prédispose au 



30 
 

développement de nombreux cancers (69). Le gène codant pour p53 (TP53) est le gène le plus 
fréquemment muté dans les cancers: il apparait notamment altéré dans plus de 50% des CBNPC 
(39,70). Les altérations de TP53 résultent majoritairement de mutations faux-sens et sont 
fortement corrélées à la consommation de tabac. 
 

· p14ARF 

La perte d’expression de p14ARF(par délétion du locus INK4-ARF codant p14), identifiée dans 
20% des adénocarcinomes (70), aboutit à la surexpression de la protéine inhibitrice mdm2 et 
en conséquence l’inactivation fonctionnelle de p53 (figure 11). 
 

· p16Ink4a (cyclin-dependent kinase 4 inhibitor A) 

Dans 50% des CBNPC, l’inactivation de la protéine p16Ink4a (par délétion homozygote du locus 
INK4-ARF codant p16, mutations ponctuelles ou méthylation du promoteur) conduit à 
l’accélération de la transition G1/S du cycle via l’hyperphosphorylation de la protéine Rb 

(figure 11). 

· RB (retinoblastoma) 

La protéine Rb peut être altérée (par mutation ou délétion) dans 15-30% des CBNPC (71). 

· PTEN (Phosphatase and Tensin homolog) 

Les altérations de PTEN sont identifiées dans près de 5% des CBNPC, et principalement dans 
les carcinomes à cellules squameuses (10%) dans un contexte de consommation tabagique (72) 

(figure 9). PTEN code pour une tyrosine phosphatase inhibant la voie de signalisation 
PI3K/Akt/mTor en aval (73). Son inactivation (par mutations somatiques ou perte 
d’hétérozygotie) conduit à une hyperactivation de cette voie, indépendamment de la liaison 
d’un ligand. Un haut niveau d’expression de PTEN est souvent corrélé à un meilleur pronostic 

dans les CBNPC. 

· LKB1 (liver kinase B1)  

LKB1 code pour une sérine/thréonine kinase en amont de la voie des MAPK (68). La perte de 
LKB1, observée dans 30-40% des CBNPC et majoritairement dans les adénocarcinomes, 
accélère la progression du cycle cellulaire entre les phases G1 et S (74). L’altération de LKB1 
coexiste fréquemment avec les mutations KRAS (75,76).  

· Autres 

 D’autres gènes suppresseurs de tumeurs localisés au niveau du bras court du chromosome 3 
ont été plus récemment mis en évidence. Nous citerons par exemple FHIT (Fragile histidine 
triad gene), RASSF1 (Ras association domain family member 1) et RARβ (Retinoic acid 
receptor), qui sont altérés dans environ 40% des CBNPC (77). 
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1.2.3. Prise en charge thérapeutique des CBNPC 

1.2.3.1. Diagnostic  

A ce jour, il n’existe aucune technique efficace et aucun marqueur tumoral pour permettre le 
dépistage précoce des cancers du poumon. Généralement asymptomatique lors des premiers 
stades de la maladie, le diagnostic de cancer du poumon est souvent établi tardivement. Parfois, 
il est même découvert de manière fortuite lors d’un bilan d’imagerie réalisé pour une autre 

pathologie. Certains signes d’appels respiratoires peu spécifiques amènent parfois le patient à 

consulter : une toux persistante, une dysphonie, une dyspnée, une hémoptysie, des douleurs 
thoraciques, la survenue d’infections pulmonaires à répétition. Certaines manifestations 

systémiques évocatrices de tumeur (altération de l’état général, perte de poids et d'appétit, 

grande fatigue, adénopathie superficielle), des syndromes paranéoplasiques (78), des 
symptômes liés à la compression des tissus par la tumeur (syndrome de la veine cave 
supérieure) ou aux métastases (douleurs osseuses, atteintes neurologiques, ictère…) peuvent 

aussi être le motif d’une consultation médicale (79).  

Le diagnostic de cancer broncho-pulmonaire peut être évoqué lors de l’examen clinique : le 
clinicien recherche l’existence de facteurs de risque (consommation tabagique, exposition 
professionnelle à des carcinogènes…) à l’interrogatoire, la présence de symptômes évocateurs 

lors de l’auscultation, et/ou lors d’un bilan d’imagerie (radiographie puis scanner thoraciques) 
anormal.  

Seul l’examen anatomopathologique permet d’établir le diagnostic (80). Il est réalisé à partir de 
biopsies pulmonaires ou de prélèvements au niveau des adénopathies et des métastases. Dans 
le cas des tumeurs sans différenciation malpighienne ou glandulaire apparente avec les 
colorations classiques HES, une recherche de mucines et des analyses histochimiques 
(détection de TTF1 et P40) sont nécessaires pour affiner le profil histologique de la tumeur 
(figure 12). 
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Figure 12 : Arbre décisionnel pour le diagnostic des carcinomes indifférenciés (45).  

 

La détection immunohistochimique de la chromogranine, la synaptophysine et CD56 peut 
également être nécessaire selon les cas pour exclure un diagnostic de carcinome 
neuroendocrine. De la même façon, par techniques immunohistochimiques, on peut distinguer 
les adénocarcinomes primaires (CK7, TTF-1 et napsin A positifs) et les métastases pulmonaires 
d’adénocarcinome colorectal (CDX-2 et CK20  positives) (81).  

 
Pour les CBNPC non squameux avancés ou les carcinomes squameux avancés chez les non-
fumeurs, la recherche d’anomalies moléculaires est systématique (mutations EGFR, KRAS, 

BRAF, HER2, PI3KCA et translocations ALK et ROS1). Ces analyses sont réalisées 
classiquement par technique FISH (pour identifier les translocations chromosomiques) et 
séquençage (pour identifier les mutations). De nouvelles techniques plus sensibles telles que le 
séquençage nouvelle génération (NGS) ou la PCR digitale sont actuellement en cours de 
validation ou sont utilisées depuis peu en routine dans les CHU français. De même, certains 
laboratoires d’analyses réalisent la caractérisation moléculaire des tumeurs depuis peu sur des 
échantillons sanguins, qui contiennent des cellules tumorales circulantes ou de l’ADN tumoral 

circulant (biopsies liquides). 

Un bilan d’extension complète le diagnostic et définit le stade de la tumeur : il permet 
d’apprécier la taille et l’extension locorégionale de la tumeur (T), d’identifier la présence de 
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métastases ganglionnaires lymphatiques (N) et de métastases thoraciques et/ou extra-
thoraciques (M). 

Un bilan pré-thérapeutique est systématique afin d’identifier d’éventuelles contre-indications 
au traitement (âge, évaluation de l’état général par établissement d’un score de performance 

(PS, figure 13), de l’état nutritionnel, des comorbidités, des fonctions respiratoires et cardio-
vasculaires). 

 

Figure 13 : Score de performance établi par l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) et 

l’Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) 

 

1.2.3.2. Pronostic 

A ce jour, le taux de survie à 5 ans des cancers broncho-pulmonaires reste très faible (proche 
de 17%) en raison du diagnostic souvent tardif et de leur agressivité.  

Le taux de survie du cancer du poumon est variable selon le sexe du patient, son âge et le stade 
de la maladie au moment du diagnostic. De façon générale, on peut retenir que les femmes ont 
de meilleures chances de survie (20%) que les hommes (16%) (tableau 3). Les patients de 
moins de 45 ans ont un taux de survie 2.5 fois plus élevé que les personnes âgées de plus de 75 
ans (tableau 4) (82). Enfin, lors du diagnostic, la majorité des patients (55%) présentent un 
cancer avancé métastatique associé à un taux de survie médiocre de 3.8% (tableau 5). Les 
cancers localisés (15-30% des cas) ont quant à eux un taux de survie à 5 ans de 52.6%. Ceci 
suggère la nécessité d’améliorer les techniques de dépistage et de diagnostic afin de détecter le 

plus tôt possible ce type de cancer (10). 
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Tableau 3 : Taux de survie à 5 ans des CBNPC selon le sexe.  Adapté de (82).

 

 

 

 

 

 

Tableau 4 : Taux de survie à 5 ans des CBNPC selon l’âge. Adapté de  (82). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 5 : Stade au diagnostic et taux de survie en fonction de l’extension d’un cancer 

bronchopulmonaire (80).  

 

 

1.2.3.3. Thérapeutique  

La compréhension du rôle physiopathologique des anomalies génétiques dans l’induction et le 

maintien de la cancérogénèse a totalement révolutionné la prise en charge des patients. En     

sexe Survie nette à 5 ans 

hommes 16% 

femmes 20% 

Total 17% 

Age (années) Survie nette à 5 ans 

[15 ; 45[ 25% 

[45 ; 55[ 21% 

[55 ; 65[ 19% 

[65 ; 75[ 17% 

75 ans et plus 10% 

total 17% 
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plus des critères histo-pathologiques, cette dernière prend aujourd’hui pleinement en compte le 
profil moléculaire de la tumeur pour établir le pronostic, et choisir le traitement le plus adapté 
selon les anomalies identifiées. 

La stratégie thérapeutique, adaptée selon chaque patient, est définie en réunion de concertation 
pluridisciplinaire (RCP). Selon le profil histologique et moléculaire de la tumeur, le stade la 
maladie et l’extension aux tissus avoisinants et à distance, 3 options peuvent être 

envisagées (tableau 6):  

- La chirurgie  

- La radiothérapie 

- Un traitement systémique médicamenteux (chimiothérapies / thérapies ciblées). 

Selon les cas, ils sont prescrits seuls ou en association. 

 

Tableau 6 : Résumé des modalités thérapeutiques de prise en charge d’un CBNPC selon son 

stade (80).  

 

· Stades I et II (15-30% des CBNPC) 

La prise en charge des CBNPC de stades I et II repose principalement sur l’exérèse chirurgicale 
complète anatomique (figure 14). Selon le volume de la tumeur, elle consiste en : 

- une lobectomie (résection d’un lobe pulmonaire) pour les CBNPC périphériques de 

stade N0 ou N1 (70% des exérèses). 

- une pneumonectomie (exérèse totale d’un poumon) pour les CBNPC centraux avec 
envahissement hilaire ou scissural et pour les cancers périphériques avec dépassement 
scissural et/ou métastases ganglionnaires scissurales ou hilaires. 
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Dans tous les cas, l’exérèse est complétée par un curage ganglionnaire afin de limiter le risque 
de récidive locale. En cas d’exérèse incomplète, une radiothérapie peropératoire concomitante 

(si résidus macroscopiques) ou non à la chimiothérapie est indiquée (45). Dans le cas de tumeurs 
inopérables (tumeurs non résécables ou comorbidités contre-indiquant la chirurgie), le 
traitement repose sur la radiothérapie à visée curative (si possible en conditions stéréotaxiques) 
associée ou non à une chimiothérapie. 

 

Figure 14 : Arbre décisionnel résumant les modalités de prise en charge d’un CBNPC de stade 

I ou II (45).  
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· Stade III (20% des CBNPC) 

La prise en charge des CBNPC de stade III dépend de la possibilité d’opérer le patient et de 

réaliser une résection complète de la tumeur.  

Seuls les CBNPC de stade IIIA sont considérés comme opérables (figure 15). Si la tumeur est 
résécable (stade N0 ou N1), le traitement de référence consiste en une chirurgie d’exérèse avec 

curage ganglionnaire suivie de 4 cures de chimiothérapie adjuvante (à base de cisplatine et 
vinorelbine) pour limiter le risque de récidive et la formation de métastases. Dans d’autres cas, 

la chimiothérapie est dite néoadjuvante : elle précède l’acte chirurgical afin de réduire la taille 

de la tumeur et faciliter l’accès à celle-ci. Dans les 2 cas, si l’exérèse est incomplète, une 
radiothérapie peut être réalisée en fin de protocole thérapeutique. 

Si le patient est inopérable (figure 15) ou dans le cas de CBNPC de stade IIIb (figure 16), le 
schéma thérapeutique consiste en une association de chimiothérapie (2 à 4 cures de 
cisplatine/vinorelbine, cisplatine/etoposide ou carboplatine/paclitaxel) et de radiothérapie (à 
une dose totale de 66 Gy) selon une approche séquentielle ou concomitante.  

 

Figure 15: Arbre décisionnel résumant les modalités de prise en charge d’un CBNPC de stade 

IIIA (45).   
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Figure 16: Arbre décisionnel résumant les modalités de prise en charge d’un CBNPC de stade 

IIIB (45).   

 

· Stade IV (40-55% des CBNPC) 

La prise en charge des CBNPC avancés métastatiques est fortement dépendante du type 
histologique de la tumeur ainsi que de son profil moléculaire (figure 17).  
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Figure 17: Arbre décisionnel résumant les modalités de prise en charge d’un CBNPC de stade 

IV (45).   

 

Dans le cas des carcinomes squameux, le protocole thérapeutique est le plus souvent une 
polychimiothérapie associant des sels de platine (cisplatine, carboplatine) à un poison du fuseau 
(docetaxel, paclitaxel) ou un antimétabolite (gemcitabine).  

Pour les carcinomes squameux sans contexte de consommation tabagique et les CBNPC non 
squameux, la recherche des mutations EGFR, KRAS, BRAF, HER2, PI3KCA et des 
réarrangements ALK et ROS1 est systématique. 

- En l’absence de mutation ou si l’analyse moléculaire n’a pas pu être réalisée, le 

traitement de 1ère ligne est une bithérapie, associant des sels de platine (cisplatine, 
carboplatine) et un poison du fuseau (vinorelbine, paclitaxel, docetaxel) ou un 
antimétabolite (pemetrexed, gemcitabine). Dans le cas des CBNPC non squameux, 
l’adjonction du bevacizumab (un anticorps anti-angiogénique ciblant le VEGF) à la 
polychimiothérapie a montré un réel bénéfice sur la survie des patients (83). En 
l’absence de progression ou d’intolérance, 4 à 6 cures de chimiothérapies sont réalisées 
puis un traitement de maintenance (par bevacizumab ou pemetrexed) est envisagé. En 
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cas de progression de la maladie, le traitement de 2ème et de 3ème ligne est généralement 
une monothérapie (pemetrexed, docetaxel, erlotinib, nivolumab). Le nivolumab (un 
anticorps anti-PD1 classé parmi les immunothérapies) a notamment démontré une 
survie globale supérieure au docétaxel dans les adénocarcinomes et les carcinomes 
squameux après échec de la première ligne de traitement (84) et a aujourd’hui l’AMM 

(autorisation de mise sur le marché) dans cette indication. L’association du nintedanib 

(un inhibiteur de tyrosine kinase ciblant VEGFR, PDGFR et FGFR) et du docétaxel a 
également démontré un intérêt clinique pour le traitement en deuxième ligne des 
adénocarcinomes (85). 

- Dans le cas des CBNPC avec mutations activatrices de l’EGFR (10 à 30 % des CBNPC 
(86)), le traitement de première intention des patients repose sur un inhibiteur de 
l’activité tyrosine kinase de l’EGFR (EGFR-TKI) de première ou deuxième génération 
(gefitinib, erlotinib ou afatinib). Chez ces patients, les EGFR-TKI ont montré un taux 
de réponse et une survie sans progression supérieurs aux chimiothérapies (54). Ces 
mutations activatrices sont présentes au niveau des exons 18, 19, 20 et 21 et sont 
principalement représentées par la délétion LREA (45% de toutes les mutations EGFR) 
et la mutation L858R (40%) (figure 18).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figure 18 : Principales mutations de l’EGFR conférant une sensibilité (en vert) ou une 

résistance (en rouge) aux EGFR-TKI. Adapté de (86). Les mutations faux-sens sont 

représentées par l’acide aminé de référence suivi par le numéro d’acide aminé muté et l’acide 

aminé de substitution. La fréquence de chaque mutation chez les patients avec CBNPC figure 

entre parenthèses. * La mutation T790M est observé chez ~5% des patients avant traitement 

par EGFR-TKI et chez ~60% des patients après traitement par EGFR-TKI. X indique quand un 

acide aminé peut être remplacé par différents acides aminés. Dans les délétions et insertions, 

l’enchainement des acides aminés délétés/insérés est indiqué. Abréviation : TM, domaine 

transmembranaire. 
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Cependant, de nombreux mécanismes de résistances innée et acquise limitent l’efficacité des 

EGFR-TKI. Parmi les mutations primaires de l’EGFR conférant une résistance aux EGFR-TKI, 
nous pouvons citer les duplications et insertions de l’exon 20 (4 à 9% des mutations de l’EGFR) 

ainsi que la mutation T790M de l’exon 20 (5%). Les principaux mécanismes associés à une 

résistance acquise aux EGFR-TKI résultent de mutations secondaires de l’EGFR (T790M dans 

55-60%  des cas de résistance acquise (87), D761Y, T854A et L747S) (86,88), de 
l’amplification du gène HER2 (12%) (89) ou MET (5%) (90), de l’amplification de MAPK1 
(91), ou encore de mutations de PIK3CA(92) ou de BRAF (93) (figure 19).  

En cas de progression sous traitement, un traitement par chimiothérapie (à base de sels de 
platine) associé ou non au bevacizumab est adopté. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19 : Principaux mécanismes de résistance aux EGFR-TKI de première génération 

(erlotinib, gefitinib). Adapté de (86). 

 

- Pour les CBNPC porteurs d’un réarrangement chromosomique de ALK, le crizotinib (un 
inhibiteur de ALK, MET et ROS1) a démontré une amélioration importante de la survie 
des patients et est aujourd’hui indiqué en première ligne(94). Le ceritinib (un inhibiteur 
de ALK de seconde génération) est utilisé en seconde ligne, en cas de résistance 
développée lors du traitement par crizotinib (95). 

- Dans le cadre de CBNPC avec une mutation autre que dans l’EGFR ou qu’un 

réarrangement de ALK, le patient peut être inclus dans un essai clinique ciblant cette 
altération (programme AcSé, Accès Sécurisé à des thérapies ciblées innovantes). Ces 
dernières années, de nombreux inhibiteurs de MET sont développés et font l’objet 

d’essais cliniques pour évaluer leur efficacité sur les CBNPC (https://clinicaltrials.gov/, 
évaluation du capmatinib lors de l’essai clinique NCT02750215, évaluation de l’effet 

combiné d’un inhibiteur de c-MET et d’un inhibiteur pan-HER pour le traitement des 
CBNPC dans le cadre de l’essai (96) NCT01121575). Des essais cliniques sont 
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également en cours pour évaluer l’intérêt de différents inhibiteurs de BRAF (en 
association ou non) dans le traitement des CBNPC BRAF muté 
(https://clinicaltrials.gov/, évaluation du dabrafenib dans les essais NCT01336634  et 
NCT02672358 ; évaluation du vemurafenib dans le cadre des essais NCT02304809, 
NCT01531361 et NCT01596140). De nouvelles molécules inhibant spécifiquement 
PI3K sont aussi à l’essai pour le traitement des CBNPC avec altération de PI3KCA 

(https://clinicaltrials.gov, exemple des essais cliniques NCT01911325, NCT01570296 
évaluant le buparlisib). Enfin, des essais cliniques de phase II sont actuellement menés 
pour évaluer l’efficacité thérapeutique des inhibiteurs sélectifs de HER2 dans les 

CBNPC avec HER2 amplifié ou muté (https://clinicaltrials.gov; le trastuzumab est testé 
dans le cadre des essais NCT00004883, NCT00758134, NCT00003881 ; le pertuzumab 
est évalué dans l’essai NCT00063154). Certains inhibiteurs panHER (inhibant 

l’EGFR/HER, HER2 et HER4) (afatinib (97), dacomitinib (98)) ont déjà montré des 
effets prometteurs pour le traitement des CBNPC avec altération de HER2. 

Les mutations de KRAS sont prédictives d’un mauvais pronostic (99) et d’une sensibilité réduite 

aux thérapies ciblées inhibant l’activité tyrosine kinase de l’EGFR (EGFR-TKI) (100). A ce 
jour, il n’existe pas de thérapie ciblant spécifiquement cette anomalie. 

 

1.2.3.4. Suivi des patients porteurs de CBNPC  

A ce jour, aucun consensus n’existe concernant les modalités et la fréquence de suivi des 
patients porteurs de CBNPC. L’efficacité du traitement est généralement appréciée par imagerie 

thoracique et examen clinique. La réapparition de la mutation cible ou l’apparition d’une 

mutation de résistance dans l’ADN tumoral circulant ou dans les cellules tumorales circulantes 

pourrait à l’avenir permettre la détection précoce des rechutes (101). Le clinicien conseille 
systématiquement un sevrage tabagique chez les patients fumeurs afin de limiter le risque de 
récidive et de survenue de seconds cancers (102).  

En cas de rechute ou de récidive, un nouveau bilan diagnostique est réalisé et la stratégie 
thérapeutique à adopter est discutée en RCP. 

 

Conclusion 

Les cancers broncho-pulmonaires non-à-petites cellules sont associés à un très mauvais 

pronostic notamment en raison de leur diagnostic souvent tardif et de leur fort potentiel 

prolifératif. Les thérapies ciblées sont actuellement le traitement de 1ère ligne des CBNPC 

avancés avec mutations de l’EGFR ou réarrangement de ALK. Cependant, en l’absence de 

mutation ciblable ou en cas de résistance aux thérapies ciblées, le traitement de référence reste 

les chimiothérapies, à base de sels de platine et de poisons du fuseau principalement. Les 

microtubules constituent une cible privilégiée des chimiothérapies en raison de leur rôle 

essentiel dans la division cellulaire. 
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2. Microtubules  
 

Les microtubules constituent, avec les filaments d’actine et les filaments intermédiaires, les 

composants majeurs du cytosquelette des cellules eucaryotes (figure 20). Ceux-ci sont en 
étroite coopération afin d’assurer l’intégrité cellulaire. 

 

Figure 20 : Les principaux composants du cytosquelette dans les cellules eucaryotes. Adapté 

de (103).  

 

2.1.  Structure des microtubules 

2.1.1. Structure générale 

L’unité structurale de base des microtubules est un hétérodimère de tubuline (figure 21). 
Chaque hétérodimère est constitué de 2 sous-unités d’α- et de β-tubuline liées de façon non 
covalente. Ces dimères de 8 nm de longueur sont capables de s’auto-assembler 
longitudinalement, selon une conformation en tête-à-queue, pour former des protofilaments 
linéaires. Enfin, ces protofilaments s’associent latéralement en feuillets plans se repliant pour 

former la paroi des microtubules. Le nombre de protofilaments inclus dans la structure 
microtubulaire est variable (entre 10 et 18), on retrouve cependant majoritairement 13 
protofilaments par microtubule in vivo (104). Au final, les microtubules forment des structures 
rigides en forme de cylindre creux de 25 nm de diamètre.  

Les protofilaments voisins sont décalés axialement de telle sorte que l’arrangement des 

monomères de tubuline adjacents décrit une structure en hélice avec un pas de 12 nm (105). 
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Dans cette configuration, 3 hélices parallèles sont nécessaires pour reconstituer le 
microtubule en entier : on parle « d’hélice à 3 départs ». Selon le nombre de protofilaments, il 
peut exister le long du microtubule une discontinuité dans l’enchainement latéral des sous-
unités, appelée « ligne de suture » (106). Cette ligne de suture provient du repliement du feuillet 
de tubuline lors de la formation du microtubule (107). A ce niveau, les contacts latéraux entre 
protofilaments sont établis entre les monomères α et β tandis que dans le reste du microtubule, 

les interactions se font préférentiellement entre tubulines de même isotype (α-α, β-β) (108).  
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

Figure 21: Représentation schématique des microtubules adaptée de (109). 

L’orientation des dimères dans les protofilaments (avec alternance des sous-unités α et β) est à 
l’origine de la polarité structurale des microtubules : l’une des extrémités du microtubule 

nommée « bout plus » expose les monomères de β-tubuline tandis que l’autre côté dit « bout 
moins » présente à sa surface les sous-unités α (110).  
 

2.1.2. La tubuline 

La tubuline est une des protéines les plus abondantes dans les cellules eucaryotes. En 1968, 
Weisenberg et al. identifient pour la première fois les tubulines α et β dans les 

microtubules  grâce à des techniques biochimiques (111). Pendant plus de 20 ans, elles sont 
considérées comme les seules formes de tubuline existantes jusqu’à ce que la tubuline γ soit 

découverte lors d’un crible génétique réalisé chez Aspergillus nidulans (112). Depuis la fin des 
années 1990, de nombreuses études génétiques et analyses de bases de données ont permis 
d’agrandir cette superfamille de tubulines. A ce jour, on recense 6 grandes familles de tubuline 
chez les eucaryotes (α, β, γ, δ (113), ε (114), ζ (115)) (116).   
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Seules les tubulines α, β et γ sont présentes chez tous les organismes eucaryotes. Les autres 
familles de tubuline n’ont à ce jour été identifiées que chez certaines espèces. Elles sont encore 
peu documentées et ne seront pas développées ici. 
 
 

2.1.2.1. Les tubulines α et β  

Les tubulines α et β sont des protéines globulaires d’environ 450 acides aminés ayant chacune 

un poids moléculaire de 55 kDA. Ces 2 protéines présentent une forte homologie structurale 
(40-50% d’identité en acides aminés) (117,118). Dans les cellules, ces protéines n’existent pas 
sous forme isolée, elles sont exclusivement sous forme d’un hétérodimère de tubuline 

constituant l’élément de base des microtubules. Nogales et al. établissent pour la première fois 
la structure tridimensionnelle du dimère de tubuline par cristallographie électronique des 
feuillets de tubuline en présence d’ions zinc et de paclitaxel (un agent anticancéreux 

stabilisateur de microtubules) à une résolution de 3,7 Å (119) (Figure 22). Concernant la 
structure secondaire, chaque monomère possède deux feuillets β centraux entourés de 12 hélices 
α.  

 

 

 

Figure 22: Structure tridimensionnelle de 

l’hétérodimère d’ α/β tubuline (diagramme 

Ribbon). Adapté de (120). La structure 

secondaire figure sur la représentation 

schématique : les feuillets β sont en vert et les 

hélices α en bleu. Le nucléotide guanosine se 

liant à chaque monomère est représenté en rose 

tandis que le paclitaxel apparait en jaune.  
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Chaque sous-unité est structurée en 3 domaines fonctionnels (figure 23) :  

 

 

 

Figure 23 : Les domaines fonctionnels de 

l’hétérodimère de tubuline : le domaine N-terminal 

(en jaune, le domaine intermédiaire (en bleu) et le 

domaine C-terminal (en fuschia). Le paclitaxel 

(DCT) se fixe au domaine intermédiaire du 

monomère β (en rose). Les nucléotides GTP et GDP 

apparaissent en vert. Adapté de (121). 

 

 

- Un domaine N-terminal : l’extrémité N-terminale forme un pli de Rossman permettant 
la liaison de nucléotides GTP (guanosine 5’-triphosphate) (122). Un cation magnésium 
Mg2+ est impliqué dans la liaison du GTP au niveau de chaque monomère (123). Dans 
la sous-unité α, le nucléotide, enfoui à l’interface entre les 2 monomères de tubuline, est 

non échangeable (site N) (124). Le GTP associé à la tubuline β est quant à lui à 

l’interface inter-dimère et est hydrolysable en GDP (guanosine diphosphate) et en 
phosphate inorganique (site E, échangeable). L’hydrolyse du GTP au niveau du site E 

est à l’origine de l’instabilité dynamique des microtubules.  

- Un domaine intermédiaire : c’est le site de liaison du paclitaxel au niveau du monomère 

β. La boucle M est impliquée dans les interactions latérales entre les protofilaments. 

Très flexible, elle joue le rôle de charnière lors de l’assemblage des microtubules pour 
former une structure cohésive quel que soit le nombre de protofilaments (118). Au sein 
de la sous-unité α, un ion zinc Zn2+ permet de stabiliser la boucle. 

- Un domaine C-terminal : Lors de l’assemblage des microtubules, le domaine C-terminal 
des monomères est exposé à la surface des microtubules. Il constitue le site de liaison 
de nombreuses protéines associées aux microtubules (MAPs). Cette extrémité est 
souvent sujette à de nombreuses modifications post-traductionnelles (tyrosination, 
polyglutamylation, polyglycylation).  

 

2.1.2.2. La tubuline γ 

La tubuline γ possède une structure très proche de celle des tubulines α et β. Elle présente 29-
35% d’acides aminés en commun avec celles-ci (125) et possède elle-aussi un site de liaison du 
GTP. Malgré une conformation incurvée, la tubuline γ est capable de s’auto-assembler 



49 
 

latéralement pour former une structure complexe stable : les γ-TuRC (γ-Tubulin Ring 
Complexes) (126). La tubuline γ est principalement localisée au niveau des centres 

organisateurs de microtubules (COMT) et est impliquée dans l’initiation de l’assemblage des 

microtubules (nucléation). La tubuline γ a également d’autres fonctions dans la cellule : elle 
régule la dynamique des microtubules et la progression du cycle cellulaire (127). 

 

2.1.2.3. Les isotypes de tubuline 

Chez les vertébrés, chaque tubuline est représentée par un ensemble de variants qui diffèrent 
selon leur séquence en acides aminés et le gène codant ces protéines. Chez l’homme, plus de 

15 isotypes de tubuline α, 21 isotypes de tubuline β et 3 isotypes de tubuline γ ont été identifiés 
(128). En raison de leur rôle majeur dans l’assemblage des microtubules, les domaines N-
terminal et intermédiaires des tubulines sont généralement conservés d’un isotype à l’autre 

tandis que la partie C-terminale est variable. Les isotypes de tubuline sont souvent exprimés 
par différents tissus ou types cellulaires et la conservation de cette diversité de tubuline au cours 
de l’évolution suggèrent l’importance des différents isotypes sur le plan fonctionnel. 

Cependant, plusieurs études ont montré que les isotypes sont souvent fonctionnellement 
interchangeables (129,130) et, à ce jour, seul le rôle spécifique d’un petit nombre d’isotypes a 

pu être établi (131–134).  

La composition isotypique des microtubules influence les modifications post-traductionnelles 
survenant sur ceux-ci. Par exemple, les isotypes de tubuline humaine TUBA4A et TUBA8 
caractérisés par l’absence de résidu tyrosine C-terminal ne peuvent pas subir de détyrosination 
(134). Ce polymorphisme génétique de la tubuline affecte également le comportement 
dynamique des microtubules. Des essais in vitro ont ainsi montré que les microtubules 
assemblés à partir de dimères de tubuline αβ(III) sont significativement plus dynamiques que 

ceux formés à partir d’autres isotypes αβ(II) et αβ(IV) (135). Enfin, l’expression différentielle 

d’isotypes module la sensibilité de la cellule vis-à-vis des agents ciblant les microtubules 
(136,137).  

 

2.1.2.4. Les modifications post-traductionnelles de la tubuline 

En plus du polymorphisme génétique, de nombreuses modifications post-traductionnelles 
(PTM) contribuent à la grande diversité des tubulines (tableau 7). A ce jour, seules les 
modifications affectant les monomères α et β ont été décrites. Ces PTM peuvent survenir sur 

les dimères solubles de tubuline ou après l’assemblage des microtubules et affectent 

principalement l’extrémité C-terminale des monomères α et β (figure 24). Elles régulent les 
interactions des protéines associées aux microtubules (MAPs) et des protéines motrices avec 
les microtubules et ainsi coordonnent la dynamique et les différentes fonctions des microtubules 
(138).  
Par exemple, les processus de détyrosination/tyrosination régulent l’organisation neuronale 
(138,139). Ce cycle de détyrosination/tyrosination permet le recrutement différentiel de 2 types 
de protéines associées aux microtubules : les protéines de bout plus (+TIPs) et les protéines 
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motrices. Au niveau axonal, les microtubules accumulent la tubuline détyrosinée qui constitue 
le site préférentiel de liaison de la protéine KIF5 (une protéine motrice impliquée dans le 
transport intracellulaire). Au niveau des cônes de croissance, la majorité des microtubules est 
tyrosinée ce qui favorise la liaison et l’activité d’une protéine associée au bout plus (CLIP170). 

L’inactivation du gène de la TTL chez la souris (enzyme induisant la tyrosination de la tubuline) 
induit l’accumulation de tubuline détyrosinée majoritairement dans les cellules neuronales. Il 

en résulte une différenciation axonale prématurée en raison de la suractivation de KiF5 et un 
défaut de développement des cônes de croissance traduisant la délocalisation de CLIP170 à ce 
niveau (140,141). Cette étude montre l’importance de la compartimentation des microtubules 
tyrosinés/détyrosinés pour moduler les différentes fonctions des microtubules au sein d’une 

même cellule. 
 
 
Tableau 7: Les principales modifications post-traductionnelles de la tubuline et des 

microtubules (139). Abréviations: Tubulin tyrosine ligase (TTL), cytoplasmic 

carboxypeptidases (CCP), tubulin tyrosine ligase- like family members (TTLL). 

 

 

 

 

 



51 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 24 : Localisation des principales modifications post-traductionnelles. Adapté de (138). 
 

 

2.2. Dynamique des microtubules 

Les microtubules sont des structures polymérisées dynamiques dont la longueur varie de 
quelques dizaines de nanomètres à plusieurs centaines de micromètres. Le comportement 
dynamique des microtubules est en lien direct avec les propriétés intrinsèques de la tubuline ; 
il repose principalement sur la capacité de liaison de la guanosine 5’-triphosphate (GTP) (143) 
sur le monomère β et son hydrolyse.  

 

2.2.1. Cinétique d’assemblage/désassemblage des microtubules in vitro  

L’assemblage des microtubules consiste en l’incorporation de dimères libres de tubuline-GTP 
(tubuline avec nucléotide GTP lié à la sous-unité β). Les dimères de tubuline-GDP peuvent 
également être ajoutés au microtubule en formation à condition d’être associés à des dimères 

de tubuline-GTP (144). L’addition d’un nouvel hétérodimère permet la mise en contact de la 
sous-unité α du dimère libre (associée à des protéines activant la GTPase) avec le monomère β 

du dernier dimère de tubuline-GTP intégré au microtubule (ayant une activité GTPase). Ce 
rapprochement entre les 2 dimères induit l’hydrolyse du nucléotide GTP du site E (145) qui 
devient alors non échangeable. L’hydrolyse de la GTP n’est pas nécessaire pour l’assemblage 

des dimères de tubuline, elle est en revanche essentielle pour réguler la dynamique des 
microtubules. 
 
La polymérisation des microtubules décrit plusieurs phases : la nucléation, l’élongation et l’état 

d’équilibre (figure 25).   
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Figure 25: Représentation schématique de l’assemblage des microtubules in vitro par suivi 

turbidimétrique à 350 nm. 
 
 
La nucléation est l’étape initiale de formation des microtubules. Elle consiste en la formation 
de novo de multimères de tubuline constituant des amorces de microtubules (146). In vitro, cette 
étape est initiée à 37°C et en présence de GTP lorsque la concentration en tubuline atteint une 
concentration critique d’assemblage (Cc, d’environ 25µM). C’est un processus lent et 

défavorable sur le plan énergétique à l’origine d’un temps de latence dans l’assemblage des 

microtubules.  

L’élongation repose sur l’allongement progressif du microtubule suite à l’addition séquentielle 

à ses extrémités de dimères de tubuline, préalablement assemblés en oligomères (figure 26) 
(147). In vitro, les microtubules présentent une polarité fonctionnelle : l’addition des dimères 

de tubuline se fait préférentiellement à l’extrémité plus du microtubule qui possède une 
cinétique d’assemblage nette élevée tandis qu’au bout moins, la majorité des évènements 

consiste en un désassemblage des dimères. Lors de l’élongation, les protofilaments s’étendent 

par addition de nouveaux dimères à leur extrémité et s’associent latéralement pour former un 
feuillet plan. Lorsque ce dernier est suffisamment grand, il se replie sur lui-même le long de la 
ligne de suture pour former un tube creux de microtubule. La vitesse d’élongation dépend de la 

concentration locale en tubuline-GTP (148).  
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Figure 26: Représentation schématique d’un 

microtubule en cours d’élongation (149).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
A l’état stationnaire, la masse de tubuline polymérisée est constante bien que les microtubules 
restent dynamiques et échangent en permanence des dimères de tubuline à leurs deux 
extrémités. Deux processus contribuent à cet état d’équilibre : 

- le phénomène de tapis roulant ou « treadmilling » (figure 27): en raison de la polarité 
fonctionnelle des microtubules, on observe à l’état d’équilibre l’incorporation des 

dimères de tubuline à l’extrémité plus dans les mêmes proportions que le désassemblage 

de ceux-ci à l’extrémité moins. Il en résulte un flux de tubuline dans le microtubule de 

l’extrémité plus vers l’extrémité moins, mimant l’effet d’un tapis roulant (150).  
 
 

 

Figure 27: Représentation schématique du phénomène de tapis roulant (151). 
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- la forte instabilité dynamique des microtubules (142): les microtubules alternent des 
phases de croissance lente, de pause et de désassemblage rapide de façon totalement 
aléatoire (figure 28) (142,152). La transition entre les phases d’assemblage et de 

désassemblage est appelée catastrophe, le processus inverse est nommé sauvetage. Cette 
instabilité dynamique est essentielle pour leurs fonctions dans les processus biologiques 
car elle permet une adaptation rapide de l’organisation microtubulaire (153). Cette 
instabilité est en lien avec l’hydrolyse de la GTP qui induit un changement 
conformationnel des dimères (passage d’une configuration droite de la tubuline-GTP à 
une forme plus recourbée de la tubuline-GDP) (154). Il en résulte une plus faible 
cohésion entre les dimères de tubuline-GDP adjacents à l’origine de l’incurvation des 

protofilaments et un risque accru de dépolymérisation du microtubule (155). 
L’hydrolyse de la GTP étant plus lente que l’incorporation des dimères, une coiffe de 

tubuline-GTP persiste à l’extrémité plus du microtubule et stabilise le microtubule 
(156). En cas de perte de cette coiffe, le microtubule se dépolymérise très 
rapidement (phénomène de catastrophe) (157), les dimères de tubuline-GDP sont alors 
libérés dans le cytosol et peuvent échanger le GDP avec une unité de GTP pour être à 
nouveau intégrés dans un cycle de polymérisation. La coiffe de tubuline-GTP peut dans 
certains cas être récupérée par le microtubule et permettre sa repolymérisation rapide et 
sa stabilisation (sauvetage). 

 
 

a 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



55 
 

b 
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Figure 28 : L’instabilité dynamique des microtubules. a Représentation schématique illustrant 

l’alternance des phases de croissance et de désassemblage des microtubules. Adaptée de (119). 

b Images de microscopie électronique représentant (de gauche à droite) un microtubule en 

cours d’élongation avec un feuillet à son extrémité, un microtubule en pause avec une extrémité 

franche et un microtubule en phase de dépolymérisation avec à son extrémité des 

protofilaments courbes qui se dissocient du microtubule. Adapté de (158). c Kymographe 

montrant les différentes phases de l’instabilité dynamique d’un microtubule. L’axe spatial 

montre un microtubule visualisé par l’α-tubuline-mCherry (en rouge) et son extrémité plus 

terminale visualisée par la protéine EB3-GFP (en vert). 

 

Sous l’action du froid (4°C) ou d’agents déstabilisateurs de microtubules, on peut observer une 

dépolymérisation massive des microtubules. 

 

 

2.2.2. Dynamique des microtubules in vivo 

Les caractéristiques dynamiques des microtubules observées in vitro sont majoritairement 
retrouvées in vivo. Cependant, dans les cellules, la vitesse d’assemblage des microtubules est 

en moyenne 5 fois plus élevée (159), les microtubules sont plus souvent à l’état de pause (état 

métastable durant lequel il n’y a ni croissance ni désassemblage) (160) et les phénomènes de 
transition (catastrophe et sauvetage) sont plus fréquemment observés (148). Ceci suggère 
qu’au-delà des caractéristiques intrinsèques des microtubules, l’environnement cellulaire 
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contribue à réguler le comportement dynamique des microtubules. In vivo, les paramètres 
dynamiques des microtubules sont influencés par le type cellulaire (161) et la phase du cycle 
cellulaire (la demi-vie des microtubules en interphase et en mitose étant respectivement de 15 
minutes et 30-90 secondes) (109,162). 

 

2.2.2.1. Les centres organisateurs de microtubules (COMT) 

In vivo, les centres organisateurs de microtubules (COMT) constituent le principal site de 
nucléation et d’ancrage des microtubules. Les COMT ont des structures très variables selon les 
organismes, mais ils sont dans tous les cas composés de tubuline γ. Les mieux caractérisés sont 
les centrosomes dans les cellules animales et les spindle pole bodies chez les levures.  
 

· Les centrosomes  

Les centrosomes représentent le principal COMT des cellules animales. Ils sont composés 
d’une paire de centrioles orthogonaux (un centriole-père et un centriole-fils) entourés d’une 

matrice protéique appelée matériel péricentriolaire (pericentriolar material ou PCM) (figure 
29). Les centrioles sont des structures hélicoïdales d’environ 400nm de long dont la paroi est 

constituée de 9 triplets de microtubules. Chaque triplet est constitué d’un microtubule 

« complet » à 13 protofilaments (tubule A) auquel s’associent 2 autres microtubules de 10 

protofilaments chacun (tubules B et C). Les tubules B et C partagent 3 protofilaments avec le 
tubule précédent afin de former une structure à 13 protofilaments.  
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Figure 29: Structure des centrosomes, adapté de (163). Les centrosomes sont composés de 2 

centrioles (un centriole père et un centriole fils) entourés de matériel péricentriolaire (en 

rose).a coupe transversale de centriole. b Structure des γ-TuRC. Les γ-TuSC (γ-tubulin small 

complex) sont l’unité structurale de base des γ-TuRC : ils sont composés de 2 unités de γ–

tubuline associées aux protéines GCP-2 et GCP-3.  Selon les organismes, les protéines 

associées à la γ-tubuline diffèrent.  

 

Les 2 centrioles sont reliés entre eux à leur extrémité proximale par une matrice (composée 
notamment de péricentrine/kendrine, AKAP450,…). Les satellites centriolaires, des gros 

granules de 100 nm de diamètre dispersés au sein du PCM, sont impliqués dans le recrutement 
des protéines centrosomales (centrine, péricentrine, ninéine, …).  

La concentration cellulaire de tubuline étant souvent inférieure à la concentration critique 
nécessaire pour une nucléation spontanée, des complexes de γ -tubuline (γ-tubulin ring complex 
ou γ -TuRC) situés au niveau du PCM favorisent in vivo la nucléation et accélèrent la formation 
des microtubules (figure 30). 
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Figure 30 : Les complexes de γ-tubuline (γ-TuRC) sont des agents nucléateurs de 

microtubules : ils ne sont pas indispensables pour la nucléation des microtubules mais ils 

accélèrent de façon très significative le processus. 

 

Les γ-TuRC sont de gros complexes protéiques de 2 MDa constitués de 13 molécules de γ-
tubuline associées avec différentes protéines (tels que GCP2 (γ-tubulin complex protein 2), 
GCP3, GCP4, GCP5, GCP6, NEDD1) et organisées en forme d’anneau ouvert d’environ 25 nm 

de diamètre (tableau 8).  
 
Tableau 8: Principaux constituants et régulateurs des γ-TuRC (164). 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Les γ-TuRC constituent une amorce préexistante (nucleus) pour l’assemblage des dimères 

d’α/β-tubuline formant les microtubules. Ils représentent également un site d’ancrage pour 

l’extrémité moins des microtubules afin de la stabiliser et limiter sa dépolymérisation, tandis 
que le bout plus dynamique est libre dans le cytoplasme de la cellule. Une fois nucléés au niveau 
des γ-TuRC, les microtubules sont soit libérés dans le cytoplasme soit ancrés via leur extrémité 
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moins au niveau des appendices subdistaux présents à l’extrémité distale du centriole-père. La 
ninéine serait une des principales protéines impliquées dans la capture et l’ancrage centriolaire 

des microtubules.  

A l’interphase, le réseau microtubulaire forme un aster polarisé autour du centrosome. Le bout 
moins des microtubules est stabilisé au niveau du centrosome tandis que l’extrémité plus irradie 

dans tout le cytoplasme, s’attache à certaines structures cellulaires (organelles, membrane) et, 

en alternant des phases de croissance et de désassemblage, les tire et les pousse dans la cellule. 
Avant la mitose cellulaire, le centrosome est dupliqué (figure 31). Les 2 centrosomes ainsi 
formés sont responsables de l’assemblage, l’organisation et l’orientation du fuseau mitotique 

permettant la séparation des chromosomes en deux lots homologues. 

 

 

Figure 31 : Le cycle de duplication des centrosomes. Adapté de (165). a En fin de mitose/début 

de phase G1, les centrioles perdent leur conformation orthogonale sous l’action d’une séparase 

(désengagement des centrioles). Ils restent liés par une connexion faible. b En fin de phase 

G1/début de phase S, un nouveau centriole (ou procentriole) est nucléé à l’extrémité proximale 

de chaque centriole parental. c L’élongation des procentrioles se poursuit jusqu’en phase G2. 

d Lors de la transition G2/M, la maturation des centrosomes (induite par la Polo like kinase-1 

et l’Aurora kinase A) se caractérise par l’acquisition de marqueurs spécifiques par le centriole 

nouvellement formé (cenexine) et l’accumulation de protéines péricentriolaires. e La 

séparation des centrosomes et leur migration aux deux pôles de la cellule permet la formation 

d’un fuseau mitotique bipolaire. A la fin de mitose, chaque cellule possède un centrosome. 
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· Les COMT non centrosomaux 

Chez les animaux, le corpuscule basal est le COMT à l’origine des cils (au niveau des cellules 
épithéliales broncho-pulmonaires par exemple) et des flagelles (au niveau des spermatozoïdes). 
Il est impliqué dans la position de ces appendices, leur orientation et leur mouvement. De 
structure similaire au centriole, il est à la base du réseau microtubulaire (axonème) des cils et 
des flagelles et représente le point d’entrée des protéines dans ceux—ci (figure 32).  

 

 

 

 

Figure 32: Structure des cils et des flagelles (166). a Coupe transversale de l’axonème. 

L’axonème, de forme cylindrique, est composé de 9 doublets de microtubules entourant une 

paire centrale de microtubules (structure 9+2) ou sans doublet central (structure 9+0). b 

Coupe transversale du corpuscule basal (ou basal body). Le corpuscule basal est constitué de 

9 triplets de microtubules organisés radialement. 

 

D’autres sites non-centrosomaux d’organisation des microtubules sont observés au niveau des 

myotubes, des cellules épithéliales et des neurones (figure 33).  

 

Figure 33: Les COMT non centrosomaux 
(167). Le centrosome est toujours présent 

mais n’est plus l’organisateur principal 

des microtubules. Dans les cellules 

épithéliales polarisées, les microtubules 

s’orientent selon l’axe apical-basal, le 

bout plus étant exposé au niveau basal. 

Dans les neurones, les microtubules ont 

un assemblage linéaire, avec l’extrémité 

plus le plus souvent orienté au niveau 

distal. Dans les cellules musculaires 

squelettiques, la nucléation a lieu 

principalement au niveau des enveloppes 

nucléaires. Les microtubules ont une 

organisation linéaire avec l’extrémité 

plus orientée au niveau distal. 
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2.2.2.2. Les protéines régulatrices de la dynamique des 

microtubules 

Les propriétés dynamiques et les fonctions des microtubules sont finement régulées via 

l’interaction des microtubules et des dimères de tubuline avec des protéines spécialisées: les 
protéines associées aux microtubules (microtubules-associated proteins ou MAPs) (168). De 
façon générale, les MAPs s’associent sur toute la longueur des microtubules à l’exception des 

protéines +TIPs et -TIPs qui s’accumulent respectivement à l’extrémité plus et moins des 
microtubules. Les modifications post-traductionnelles des microtubules influencent fortement 
la répartition des MAPs le long des microtubules (cf chapitre 2 .1.2.4) (139,169). Les MAPs 
régulant la dynamique des microtubules peuvent être classées en 2 groupes : les protéines 
stabilisant les microtubules et les protéines déstabilisant les microtubules. Nous détaillerons de 
façon non exhaustive les principales MAPs dans le chapitre suivant.  
 
 

· Les protéines stabilisatrices 
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· Les protéines déstabilisatrices  

Tableau 10 : Les principales MAPs déstabilisatrices, leur localisation au niveau des 

microtubules et leurs fonctions biochimiques 
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2.3. Fonctions des microtubules 
 
Les microtubules sont des structures dynamiques essentielles dans de nombreux processus 
biologiques. Leurs fonctions sont médiées par les modifications post-traductionnelles affectant 
les microtubules (169) et l’activité de MAPs (204).  

2.3.1. Rôles des microtubules dans les cellules en interphase  

Dans les cellules en interphase, les microtubules participent avec les autres composants du 
cytosquelette au maintien de la forme cellulaire (Figure 34). Ils contribuent également au 
positionnement du noyau et des organelles dans le cytoplasme (205). Disposant d’une polarité 

intrinsèque, les microtubules sont impliqués dans la polarité et la motilité (206) cellulaires et 
servent de rails directeurs pour le transport intracellulaire des macromolécules et des organites 
(ou cargos) par les MAPs motrices (Figure 35). De plus, les microtubules constituent les 
éléments structuraux des cils et des flagelles à l’origine de leur mobilité. Ils permettent ainsi le 

déplacement des cellules pourvues de flagelles (telles que les spermatozoïdes) et le mouvement 
du milieu liquidien au contact du pôle apical des cellules ciliées (comme les cellules épithéliales 
broncho-pulmonaires). Les microtubules jouent également un rôle dans la transduction du 
signal intracellulaire (207–209). Les microtubules sont particulièrement indispensables pour le 
développement et la différentiation des neurones (210). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 34 :  Représentation schématique du réseau microtubulaire interphasique (211). 
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Figure 35 : Représentation schématique du transport intracellulaire des cargos par les MAPs 

motrices le long des microtubules. Il existe deux types de moteurs moléculaires : la dynéine 

associée à la dynactine qui transporte les cargos vers l’extrémité moins des microtubules 

(mouvement rétrograde), et la kinésine qui transporte les cargos vers le bout plus des 

microtubules (mouvement antérograde). Ces moteurs moléculaires utilisent l’hydrolyse de 

l’ATP pour se déplacer le long de ces microtubules. Adapté de (212). 

 

2.3.2. Rôles des microtubules dans les cellules en mitose  

Les microtubules ont un rôle central dans la mitose. Grâce à de nombreux moteurs moléculaires 
(cf partie 3.2.2.2), ils s’organisent en fuseau bipolaire afin d’assurer la motilité et la séparation 

des chromosomes homologues lors de la mitose (figure 36) (213).   
 
 
 
 
 
 
 

Figure 36 : Représentation schématique des phases du cycle cellulaire dans les cellules 

eucaryotes. L’interphase consiste en 4 phases: G0, G1, S et G2. La mitose est divisée en 5 

étapes successives : la prophase, la prométaphase, la métaphase, l’anaphase, la télophase et 

la cytocinèse. La plaque équatoriale représente un plan imaginaire à égale distance des 2 pôles 

centrosomaux. Le point de contrôle mitotique (ou SAC) est un système de surveillance assurant 

la séparation correcte des chromatides-sœurs lors de la mitose. Les images de 

vidéomicroscopie en temps réel sur les cellules HeLa α-tubuline-GFP et histone H2B-mCherry 

(permettant de visualiser le noyau/les chromosomes) illustrent les modifications biologiques 

affectant la cellule dans les différentes phases du cycle. Abréviations : G0, Gap 0 ; G1, Gap 1 ; 

G2, Gap 2 ; M, mitose ; SAC, spindle-assembly checkpoint ou point de contrôle associé au 

fuseau mitotique. 
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2.3.2.1. Le fuseau microtubulaire mitotique  

Au sein du fuseau mitotique mature, il existe 3 types de populations de microtubules à l’origine 

de fonctions mitotiques différentes (figure 37) :  
- les microtubules kinétochoriens (ou fibres kinétochoriennes ou fibres k) sont des 

faisceaux très stables de microtubules parallèles (20 à 40 microtubules par faisceau 
selon les phases du cycle) (214). Ils sont ancrés aux centrosomes par leur extrémité 
moins tandis que leur extrémité plus se lie aux chromosomes au niveau des kinétochores 
(une plateforme d’attachement des microtubules au niveau du centromère de chaque 

chromatide). Ils sont directement impliqués dans la ségrégation des chromosomes. 
-  les microtubules interpolaires émanent des centrosomes et leur extrémité plus irradie 

vers le centre du fuseau. Ils interagissent avec les bras des chromosomes ou avec leurs 
analogues ancrés à l’autre pôle de façon antiparallèle. Ils participent à l’établissement 

et au maintien du fuseau bipolaire ainsi qu’à la congression des chromosomes (le 

déplacement des chromosomes à égale distance des 2 pôles mitotiques). 
- les microtubules astraux sont ancrés aux centrosomes par leur extrémité « moins » et 

leur extrémité « plus » irradie vers le cortex cellulaire de la cellule. Très dynamiques,  
ils jouent un rôle dans la séparation des centrosomes en prophase et le positionnement 
du fuseau (215). 

Figure 37 : Représentation schématique des 3 types de microtubules mitotiques. Adapté de 

(216). a Fuseau bipolaire montrant les 3 types de microtubules mitotiques: les microtubules 

interpolaires (en orange), les fibres K (en rouge) et les microtubules astraux (en vert). Les « + » 

indiquent l’extrémité croissante des microtubules. b Représentation des 3 types de microtubules 

mitotiques et leurs propriétés dynamiques. Les microtubules astraux et interpolaires sont des 

microtubules très dynamiques avec une demi-vie inférieure à 1 minute. Les fibres k sont des 

faisceaux de microtubules très stables qui présentent un flux de tubuline constant en direction 

des pôles. 
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2.3.2.2. Attachement des chromosomes au fuseau mitotique et 

point de contrôle mitotique 

 
La répartition équitable du matériel génétique entre les 2 cellules-filles est essentielle afin 
d’assurer la stabilité génomique et est médiée par l’attachement latéral et bi-orienté des 
chromosomes au fuseau bipolaire mitotique (attachement amphitélique, figure 38). Cet 
attachement amphitélique garantit une tension égale des chromosomes de part et d’autre et ainsi 

leur alignement possible au niveau de la plaque équatoriale en métaphase. 
 

 
 
 
 
 
 

Figure 38 : Représentation schématique des différentes configurations d’attachement des 

kinétochores au fuseau mitotique (217). Chaque chromosome a 2 kinétochores, situés au niveau 

du centromère de ses 2 chromatides-sœurs. On parle d’attachement amphitélique bi-orienté 

lorsque chaque kinétochore-frère est attaché à un pôle distinct du fuseau mitotique. 

L’attachement amphitélique consiste en la liaison d’un seul kinétochore à un pôle mitotique. 

Les chromosomes peuvent être attachés aux 2 pôles (Lorsque les 2 kinétochores sont liés au 

même pôle, on parle d’attachement syntélique. Enfin, un attachement mérotélique représente 

l’attachement correct d’un kinétochore à un pôle tandis que le kinétochore-frère est attaché 

aux 2 pôles. 
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Pour éviter les phénomènes d’aneuploïdie, un système complexe de surveillance du génome 
synchronise la progression du cycle cellulaire à l’attachement des kinétochores au fuseau 
mitotique : c’est le point de contrôle mitotique (ou point de contrôle de l’assemblage du fuseau 

mitotique, ou spindle assembly checkpoint, SAC) (figure 36) (218). En cas d’attachement 

incorrect d’au moins un kinétochore (prométaphase), le SAC retarde l’initiation de l’anaphase. 

Ce blocage transitoire permet la déconnexion des attachements microtubules-kinétochores 
aberrants et la reconnexion des microtubules très dynamiques aux kinétochores libres (par 
mécanisme de recherche et capture) (219). Ce n’est que lorsque les kinétochores sont attachés 
de façon amphitélique (métaphase) que le SAC est désactivé et permet la transition vers 
l’anaphase (figure 39) (220). 
  

 

Figure 39 : Mécanisme du SAC. Adapté de (221). En prométaphase les kinétochores non 

attachés (en rouge) induisent l’activation du SAC. Il en résulte la formation du complexe MCC 

(l’effecteur du SAC) composé des protéines BubR1, Bub3, Mad2 et Cdc20. Le MCC lie et inhibe 

l’activité de l’APC/C (Anaphase Promoting Complex/Cyclosome) impliqué dans la transition 

entre la métaphase et l’anaphase. Une fois tous les chromosomes alignés avec leurs 

kinétochores (en vert) attachés au fuseau (métaphase), le MCC n’est plus formé, ce qui permet 

l’activation de l’APC/C et secondairement l’ubiquitylation et la dégradation de la sécurine et 

de la cycline B1. La dégradation de la sécurine induit la libération de la séparase à l’origine 

de la séparation des chromatides sœurs. La dégradation de la cycline B1 induit quant à elle 

l’inactivation de cdk1 aboutissant à la sortie de mitose. Abréviations : APC/C, anaphase-

promoting complex/cyclosome ; MCC, mitotic checkpoint complex ; SAC, spindle-assembly 

checkpoint. 
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2.4. Les agents ciblant les microtubules  

Les agents ciblant les microtubules sont des cytotoxiques qui se lient aux dimères de tubuline 
et altèrent la dynamique des microtubules, aboutissant au blocage cellulaire en mitose et 
finalement à l’apoptose (ou mort cellulaire programmée). Les microtubules étant impliqués 

dans la migration des cellules endothéliales, ces médicaments ont un intérêt comme inhibiteurs 
de la néoangiogenèse au-delà de leur action antimitotique. 
Les antimitotiques sont des composés très hétérogènes en termes d’origine, de structure 

chimique, de domaine de liaison à la tubuline et de mode d’action. Classiquement, les agents 

ciblant les microtubules sont répartis en 2 groupes selon leurs effets à fortes concentrations sur 
la masse microtubulaire : les agents stabilisateurs des microtubules (MSA, microtubules-
stabilizing agent) qui favorisent la polymérisation des microtubules et les agents 
déstabilisateurs de microtubules (MDA, microtubules-destabilizing agent) qui dissocient les 
microtubules. Ces agents ont également un effet toxique sur les cellules tumorales aux 
concentrations in vivo (10 à 100 fois inférieures aux concentrations affectant la masse de 
polymères) en inhibant l’instabilité dynamique des microtubules sans effet marqué sur la masse 
totale de microtubules (222–224).  
 

 

2.4.1. Les agents stabilisateurs de microtubules 

Les agents stabilisateurs de microtubules (MSA) sont majoritairement des composés naturels 
ou des dérivés synthétiques de produits naturels. Les MSA se lient aux polymères de tubuline 
au niveau de la sous-unité β et modifient la conformation de la boucle M, induisant ainsi une 

augmentation des interactions latérales entre les protofilaments (225,226). Ils favorisent 
également l’assemblage des dimères de tubuline (avec une diminution de la concentration 
critique de tubuline libre pour l’assemblage in vitro des microtubules et l’assemblage des 

microtubules en l’absence de GTP exogène ou de MAPs) (227,228). Actuellement, 2 sites de 
liaison aux MSA ont été identifiés : le domaine de liaison des taxoïdes et le domaine de liaison 
du laulimalide/péloruside A. 

 

2.4.1.1. Domaine de liaison des taxoïdes 

Initialement isolé de l’écorce de l’If (Taxus brevifolia), le paclitaxel fut le premier MSA 
identifié (229). Le paclitaxel et ses analogues structuraux semi-synthétiques (docétaxel 
notamment) constituent le groupe des taxanes et sont utilisés depuis les années 1990 dans le 
traitement de nombreux cancers (tableau 11). 
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Tableau 11 : Les principaux taxanes et leurs indications thérapeutiques  

  

 
Le domaine de liaison des taxoïdes se situe sur la tubuline β entre la boucle M et une poche 
hydrophobe, au niveau de la partie luminale des microtubules (figure 40). Ce site est accessible 
dans les microtubules préformés (230) et la cinétique de liaison du ligand à la tubuline est rapide 
(231) ce qui suggère l’existence d’un domaine intermédiaire (le pore externe de type I) auquel 
le médicament se lie pour accéder au site interne de liaison (232,233). Les composés se lient 
aux microtubules avec une stœchiométrie de 1:1 (soit 1 molécule fixée par hétérodimère, les 2 
sites étant mutuellement exclusifs) (234,235). 
 
D’autres MSA, de structures chimiques très différentes, entrent en compétition avec les taxanes 

pour le même site de liaison : ce sont notamment les epothilones (236), l’eleutherobine, le 

discodermolide, la dictyostatine, la sarcodictyine et les ligands covalents (induisant une liaison 
irréversible aux microtubules) cyclostreptine et zampanolide. Ces composés sont actuellement 
en développement préclinique ou clinique. 
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Figure 40 : Structure et domaine de liaison du paclitaxel sur la tubuline. a Structure chimique 

du paclitaxel. b Diagramme Ribbon montrant la structure cristalline du dimère d’α/β tubuline 

stabilisé par le paclitaxel. Les structures secondaires des sous-unités α- et β-tubuline sont 

représentées en bleu et en rouge respectivement. Le paclitaxel est représenté par des sphères 

violettes. Structure extraite du site web Protein Data Bank (1JFF). 

 

2.4.1.2. Domaine de liaison du laulimalide et du péloruside A 

Le laulimalide (237) et le péloruside A (238) sont des produits naturels issus d’éponges marines 

et actuellement en étude préclinique. Leur site de liaison, accessible dans les microtubules 
préformés, est situé au niveau de la sous-unité β à la surface externe des microtubules (226) 
(figure 41). Ces molécules se lient à la tubuline avec une stœchiométrie de 1:1. Le 
laulimalide/péloruside A et les taxoïdes peuvent être simultanément présents sur le même 
hétérodimère (239). 

Figure 41 : Structure et domaine de liaison du péloruside A sur la tubuline. a Structure 

chimique du péloruside A. b Diagramme Ribbon montrant la structure cristalline du dimère 

d’α/β tubuline stabilisé par le péloruside A. Les structures secondaires des sous-unités α- et β-

tubuline sont représentées en bleu et en rouge respectivement. Le péloruside A  est représenté 

par des sphères roses. Structure extraite de Protein Data Bank (4O4L). 
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2.4.2. Les agents déstabilisateurs de microtubules 

Les agents déstabilisateurs de microtubules (MDA) induisent le désassemblage des 
microtubules préformés ou bloquent l’incorporation de nouveaux dimères de tubuline. Deux 
sites de liaison aux MDA sont très bien caractérisés : le site de liaison des colchicinoïdes et le 
domaine de liaison des vinca-alcaloïdes. De nouveaux domaines ont également été récemment 
découverts et sont en cours d’étude (domaines de liaison de la pironétine, du PM060184). 

2.4.2.1. Domaine de liaison des colchicinoïdes 

La colchicine, extraite des feuilles de colchique (Colchicum autumnale), est le premier MDA 
identifié. En dépit de son activité antimitotique et antiangiogénique importante, la colchicine 
n’est pas utilisée dans le traitement des cancers car elle présente un indice thérapeutique très 
étroit (tableau 12). 

 

Tableau 12 : La colchicine et ses indications thérapeutiques  

 

Le domaine de liaison de la colchicine, accessible seulement dans les dimères de tubuline libres 
(240), se situe à l’interface entre les 2 sous-unités d’un même dimère (figure 42). Elle se lie à 
ce domaine avec une stœchiométrie de 1:1 et forme un complexe faiblement réversible avec la 

tubuline. Ce complexe adopte une configuration incurvée défavorable pour l’assemblage des 

microtubules (241). De plus, la liaison de la colchicine induit un déplacement de la boucle M 
de la sous-unité β menant à une perturbation des contacts latéraux entre protofilaments voisins 

et favorisant ainsi la dépolymérisation (242).  
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Figure 42: Structure et domaine de liaison de la colchicine sur la tubuline. a Structure 

chimique de la colchicine. b Diagramme Ribbon montrant la structure cristalline du dimère 

d’α/β tubuline déstabilisé par la colchicine. Les structures secondaires des sous-unités α- et β-

tubuline sont représentées en bleu et en rouge respectivement. La colchicine est représentée 

par des sphères jaunes. Structure extraite de Protein Data Bank (4O2B). 

 

 

De nombreux composés capables de se lier au même domaine de liaison que la colchicine ont 
été identifiés ces dernières décennies et sont actuellement en cours d’évaluation préclinique ou 

clinique. Ce sont notamment le nocodazole, la podophyllotoxine, la combretastatine A4, le 2-
methoxyoestradiol, l’ombrabuline, l’indibuline, la lexibuline, la plinabuline, le tivantinib, les 

phenylahistines, la steganacine, les chalcones et la curacine A (223,243–246). 

 

 

2.4.2.2. Domaine de liaison des vinca-alcaloïdes ou domaine 

vinca 

Les vinca-alcaloïdes sont une famille de composés hétérocycliques dérivés des feuilles de la 
pervenche de Madagascar (Catharanthus roseus) et possédent une activité de dépolymérisation 
des microtubules. Ces composés naturels ou semi-synthétiques sont très largement utilisés 
comme chimiothérapies (tableau 13). 
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Tableau 13 : Les vinca-alcaloïdes et leurs indications thérapeutiques  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ces molécules se lient à l’interface entre 2 hétérodimères organisés longitudinalement, dans 
une région proche du site d’échange GDP/GTP (Figure 43) (247). La liaison du ligand avec 
une stœchiométrie de 1:1 induit une conformation en coude entre les 2 dimères qui interfère 
avec leur assemblage en microtubules. Ces composés se lient à l’extrémité croissante des 
microtubules, au niveau de la région luminale et induisent la dépolymérisation des microtubules 
par la perte de contacts entre les protofilaments voisins. A forte concentration, ces molécules 
ont aussi une affinité pour les dimères libres et induisent la formation d’agrégats de tubuline 

(paracristaux, spirales, tubules) (246,247). 
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Figure 43: Structure et domaine de liaison de la vinblastine sur la tubuline. a Structure 

chimique de la vinblastine. b Diagramme Ribbon montrant la structure cristalline du dimère 

d’α/β tubuline déstabilisé par la vinblastine. Les structures secondaires des sous-unités α- et β-

tubuline sont représentées en bleu et en rouge respectivement. La vinblastine est représentée 

par des sphères vertes. Structure extraite de Protein Data Bank (1Z2B). 

 

De nouveaux composés entrant en compétition avec les vinca-alcaloïdes pour la liaison sur la 
tubuline ont été identifiés et font l’objet d’étude préclinique ou clinique : l’halichondrine B, 

l’eribuline mesylate, les maytansinoides, la rhizoxine. 
 

Un deuxième site, très proche du site de liaison des vinca-alcaloïdes a été identifié et appartient 
lui-aussi au domaine vinca (246,248). La liaison d’un ligand sur ce site peptidique induit la 

formation d’agrégats et déstabilise les microtubules par inhibition de l’hydrolyse du GTP 
(249,250). La phomopsine A, la dolastatine, la cryptophycine et les spongistatines représentent 
les principaux ligands de ce site.  

 

2.4.2.3.  Autres domaines de liaison des MDA 

La pironétine est une lactone insaturée d’origine mycobactérienne. A ce jour, c’est le seul 

composé capable d’interagir avec l’α-tubuline (251) par établissement d’une liaison covalente 
irréversible (252,253). La liaison de la pironétine à la tubuline, à proximité de l’interface 

interdimérique (figure 44), interfère avec l’assemblage des microtubules et induit un blocage 
cellulaire en mitose (253,254).  
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Figure 44: Structure et domaine de liaison de la pironétine  sur la tubuline. a Structure 

chimique de la pironétine. b Diagramme Ribbon montrant la structure cristalline du dimère 

d’α/β tubuline déstabilisé par la pironétine. Les structures secondaires des sous-unités α- et β-

tubuline sont représentées en bleu et en rouge respectivement. La pironétine est représentée 

par des sphères bleues. Structure extraite de Protein Data Bank (5FNV). 

 

Le composé PM060184 est quant à lui un composé initialement extrait d’une éponge marine 

(Lithoplocamia lithistoides). Ce composé est actuellement en essai clinique de phase I pour le 
traitement des cancers avancés.  
Le domaine de liaison est situé à l’interface entre 2 dimères associés longitudinalement, à 

proximité du site échangeable GDP/GTP (255). Il est localisé dans une poche de la sous-unité 
β. Ce site étant très proche du domaine vinca, la liaison de la molécule PM060184 interfère 
avec la fixation des vinca-alcaloïdes sur la tubuline. Le composé a un effet déstabilisateur sur 
les microtubules en se liant à l’extrémité plus des microtubules et en perturbant les interactions 

longitudinales entre les dimères. Il interagit également avec les dimères libres (avec une affinité 
de l’ordre du nanomolaire) et empêche l’assemblage des microtubules (256). 
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Figure 45 : Structure et domaine de liaison du PM060184 sur la tubuline. a Structure chimique 

du PM060184. b Diagramme Ribbon montrant la structure cristalline du dimère d’α/β tubuline 

déstabilisé par le PM060184. Les structures secondaires des sous-unités α- et β-tubuline sont 

représentées en bleu et en rouge respectivement. Le péloruside A  est représenté par des sphères 

grises. Structure extraite de Protein Data Bank (4TV9). 

 
 
 

2.5. Résistances aux agents ciblant les microtubules 

 
En dépit de l’intérêt croissant pour les nouvelles thérapies ciblées, les chimiothérapies restent 

un des traitements-clés pour la prise en charge des CBNPC avancés. Cependant, leur efficacité 
est fortement limitée par l’existence de résistance innée ou l’émergence de résistance acquise 

au cours du traitement. La compréhension des mécanismes impliqués dans la résistance aux 
chimiothérapies est essentielle pour le développement de nouveaux médicaments plus efficaces 
sur les cellules cancéreuses.  
Les cellules sélectionnées après l’exposition à un agent chimiothérapeutique présentent souvent 

une résistance croisée vis-à-vis d’autres agents différents sur le plan structural ou mécanistique. 

Ce phénomène caractérise le phénotype de « MultiDrug Resistance » (MDR). La résistance aux 
chimiothérapies est un processus multifactoriel médié par (figure 46) : 

- La surexpression de pompes membranaires d’efflux  
- L’altération qualitative ou quantitative des microtubules ou des protéines associées 
- L’altération des interactions entre les microtubules et les autres membres du 

cytosquelette 
- L’altération des processus apoptotiques 
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Figure 46 : Principaux mécanismes de résistance aux agents ciblant les microtubules (222). 
 

 

2.5.1. La surexpression de pompes membranaires d’efflux  

La surexpression des pompes membranaires de la famille des protéines ABC (ATP Binding 
Cassette) constitue le principal mécanisme de résistance observé in vitro après une exposition 
répétée de lignées cellulaires cancéreuses à des agents ciblant les microtubules (223). L’activité 

accrue de ces protéines d’efflux ATP-dépendantes à large spectre limite sensiblement 
l’accumulation intracellulaire des chimiothérapies et ainsi, leur efficacité (257,258). Parmi les 
protéines ABC, on peut notamment citer (tableau 14) :  

- La glycoprotéine P (ou P-gp), codée par le gène MDR1 ou ABCB1, impliquée dans le 
phénotype MDR « classique » et réduisant notamment l’activité des vinca-alcaloides et 
des taxanes  

- La protéine MRP1 (Multidrug Resistance-associated Protein 1), codée par le gène 
ABCC1, dont les vinca-alcaloïdes représentent un des principaux substrats  

- La protéine MRP2 (Multidrug Resistance-associated Protein 2 (codée par le gène 
ABCC2), assurant notamment le transport des taxanes 

- La protéine BCRP (Breast Cancer Resistance Protein (codée par le gène ABCG2) 
impliquée entre autre dans le transport des anthracyclines et des inhibiteurs des topo-
isomérases (258,259) 

 
Des inhibiteurs de protéines d’efflux sont en développement mais n’ont pas pour le moment 

montré de bénéfice clinique (260). La stratégie la plus prometteuse à ce jour est l’identification 

de nouveaux agents non transportés (ou faiblement transportés) par ces protéines d’efflux (259) 
(tableau 14). 
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Tableau 14 : Sensibilité des agents ciblant les microtubules aux différents mécanismes de 

chimiorésistance 

 

2.5.2. L’altération qualitative ou quantitative des microtubules ou des 
protéines associées 

Un second mécanisme de résistance consiste en une modification des microtubules ou des 
protéines associées à l’origine d’une perte d’affinité des agents antimitotiques pour leur cible. 

Ces altérations résultent soit d’une mutation (261) soit d’une modification de l’expression de 

ces protéines (262,263). L’inversion de composition des microtubules en ces différentes 
isotypes influence notamment la sensibilité aux chimiothérapies. Ainsi, la surexpression de la 
β-tubuline de classe III a été corrélée à une mauvais réponse aux taxanes et à l’epothilone B 
(136,264–267).  
 
 

2.5.3. L’altération des interactions entre les microtubules et les autres 

membres du cytosquelette 

Les cytosquelettes d’actine et de tubuline étant intimement connectés, toute altération des 

microfilaments d’actine ou de ses régulateurs (telle que la γ-actine) est associée à une perte de 
sensibilité vis-à-vis des agents ciblant les microtubules (268,269). 
 

2.5.4. L’altération des processus apoptotiques 

Une anomalie de signalisation apoptotique peut également induire des phénomènes de 
chimiorésistance. Par exemple, l’altération du SAC est associée à une capacité réduite du 
docétaxel à induire l’apoptose (270).  
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Conclusion 

Les microtubules sont des polymères de tubuline très dynamiques impliqués dans de nombreux 
processus biologiques. En adoptant la conformation d’un fuseau bipolaire, ils assurent 
notamment la ségrégation des chromosomes homologues lors de la mitose. Dans ce contexte, 
les microtubules représentent une cible de choix pour le traitement des cancers à fort potentiel 
réplicatif. Les protocoles thérapeutiques anticancéreux incluent de nombreux agents de 
chimiothérapie perturbant la dynamique des microtubules : ce sont les « poisons du fuseau ». 
Ces molécules sont cependant très toxiques et leur efficacité thérapeutique est limitée par des 
mécanismes de chimiorésistance. 

 

 



 

 

 

 

Objectifs du travail  

de thèse 



83 
 

Les cancers pulmonaires sont classés au premier rang des cancers les plus meurtriers dans le 
monde, et de ce fait, ils représentent un problème majeur de santé publique. Les Cancers 
Broncho-pulmonaires Non-à-Petites Cellules (CBNPC) sont la forme histologique majorita ire 
(85 % des cas de cancers bronchiques) et sont associés à un pronostic médiocre ainsi qu’à une 
forte résistance à l’apoptose. A ce jour, la prise en charge des CBNPC avancés repose sur 2 
principales stratégies thérapeutiques : les thérapies dites « ciblées » et les chimiothérapies. Le 
recours aux thérapies ciblées est restreint aux tumeurs présentant une mutation oncogénique 
validée. De plus, des mécanismes de résistance apparaissent de façon quasi inéluctable quelques 
mois après l’instauration du traitement, ce qui limite fortement leur efficacité et oblige le 
clinicien à changer de stratégie thérapeutique. Les chimiothérapies, associant majoritairement 
des sels de platine à un poison du fuseau, sont quant à elles fortement toxiques et soumises aux 
phénomènes de chimiorésistance. Un des enjeux actuels est donc d’identifier de nouveaux 
agents anticancéreux actifs sur les CBNPC qui soient bien tolérés. 

Dans cette optique, notre équipe a réalisé, en collaboration avec l’Institut Curie (Laboratoire de 
Pharmaco-chimie, CNRS UMR9187/U1196, Paris), un criblage cellulaire à haut-débit sur un 
modèle de CBNPC résistant à l’apoptose, et sélectionné 15 dérivés pyrrolo-pyrimid ine 
restaurant l’apoptose de cellules de CBNPC résistantes. Mes travaux de thèse ont pour but de 
caractériser in vitro et in vivo ces dérivés afin d’identifier un éventuel candidat-médicament 
pour le traitement des CBNPC. Dans ce contexte, 3 axes de recherche ont été développés. Nous 
avons dans un premier temps évalué le potentiel anticancéreux de ces dérivés sur différents 
modèles cellulaires de CBNPC ainsi que d’autres cancers représentatifs. Ces résultats 
préliminaires ont permis de sélectionner les 3 composés les plus prometteurs, afin de déterminer 
leur mécanisme d’action. Les études d’interactions entre ces composés pyrrolo-pyrimidine et 
leur(s) cible(s) ont été réalisées en collaboration avec l’équipe du Dr Jose Fernando Diaz Pereira 
(Centro de Investigaciones Biologicas, Conseo Superior de Investigaciones Cientificas,  
Madrid). Enfin, nous avons évalué l’efficacité anti-tumorale de ces molécules dans des modèles 
in vivo de xénogreffes de CBNPC. . Parmi les 3 molécules étudiées, une de celles – ci nous 
semble d’un intérêt tout particulier en raison de son fort potentiel anticancéreux et de son 
mécanisme d’action. Cette molécule, nommée PP-13 (Pyrrolo-Pyrimidine 13), sera l’objet de 
mes travaux de thèse d’exercice en pharmacie. Les 2 autres seront abordés dans le cadre de ma 

thèse d’Université. 
 
Les résultats portant sur la molécule PP-13 sont soumis pour publication dans Cancer Research 
et sont présentés dans la 2ème partie de ce rapport de thèse.  
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Résultats 
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Présentation de l’article scientifique (en cours de soumission) 

 

The pyrrolo-pyrimidin derivative PP-13 as a novel microtubule-targeting 
agent with anticancer properties in Non–Small Cell Lung Cancers 

P Gilson1,2, F Josa Prado3, C Beauvineau4, L Vanwonthergem1, F Mahuteau4, A Moreno5, P Falson5, L 

Lafanechère1, V Frachet1, JL Coll1, JF Diaz3, A Hurbin1* $, B Busser1,2* 

 

Contexte scientifique : 

En dépit de l’arsenal thérapeutique à la disposition des cliniciens, la prise en charge des CBNPC 
avancés reste un véritable challenge en raison du développement par les cellules tumorales de 
nombreux mécanismes de résistance. Dans ce contexte, notre équipe a mis au point un criblage 
à haut débit afin d’identifier de nouvelles molécules bioactives capables de restaurer la mort 
programmée dans un modèle cellulaire de CBNPC résistant à l’apoptose. Cette approche sans 

à priori a notamment permis de sélectionner un dérivé pyrrolo-pyrimidine, PP-13, en raison de 
son fort potentiel cytotoxique. L’objectif de cette étude est de caractériser l’action de ce 

composé, d’identifier sa cible moléculaire, et d’évaluer son efficacité thérapeutique dans des 

CBNPC résistants. 

Méthodes: 

Dans le cadre de nos travaux de recherche, nous disposons d’un large panel de lignées 

cellulaires cancéreuses humaines incluant des lignées de CPNPC (de statut p53, KRAS et EGFR 
varié). Nous avons déterminé la cytotoxicité de PP-13, son activité pro-apoptotique et son 
impact sur le cycle cellulaire par des tests MTT et des analyses de cytométrie en flux 
respectivement. Nous avons identifié la cible moléculaire de ce composé en réalisant 
successivement un kinome array, des expérimentations d’immunofluorescence, des essais in 

vitro de polymérisation de la tubuline associés à une analyse des microtubules formés par 
microscopie électronique et des tests de liaison compétitive. Le devenir des cellules traitées par 
PP-13 a été suivi par vidéomicroscopie en temps réel. L’effet de PP-13 sur la croissance 
tumorale et l’invasion métastatique a été évalué in vivo dans des xénogreffes de CPNPC sur la 
membrane chorio-allantoïdienne d’œuf embryonné de poule. 

Résultats 

PP-13 inhibe la prolifération d’un large panel de lignées cellulaires de CBNPC, incluant des 
lignées résistantes aux thérapies ciblées. De façon intéressante, PP-13 exerce également un effet 
cytostatique sur d’autres lignées cancéreuses représentatives suggérant un mécanisme d’action 

non spécifique des CBNPC. A l’échelle moléculaire, PP-13 perturbe l’organisation et 

l’instabilité dynamique des microtubules à l’origine d’un blocage cellulaire transitoire en 

prométaphase avec une activation du point de contrôle de l’assemblage des fuseaux mitotiques 

(SAC).  Il en résulte un glissement mitotique, une aneuploïdie et l’apoptose des cellules. Des 

investigations mécanistiques ont permis d’établir que PP-13 se lie à la tubuline au niveau du 
site de liaison de la colchicine selon une stœchiométrie de 1:1. PP-13 présente une activité anti-
tumorale et anti-métastatique significative in vitro et in vivo dans un modèle de xénogreffe de 
CBNPC sur œuf embryonné de poule, sans induire de toxicité apparente sur l’embryon. 
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Conclusions 

Grâce à un criblage cellulaire à haut débit, nous avons identifié un nouvel agent ciblant les 
microtubules ayant une bonne efficacité anti-tumorale et des effets toxiques faibles sur 
l’embryon. Nos résultats font envisager PP-13 comme une bonne alternative pour le traitement 
des CBNPC résistants, et de manière plus générale, sur les cancers solides.   
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Abstract 19 

The potency of conventional anticancer agents for the treatment of Non-Small Cell Lung 20 

Cancer (NSCLC) is considerably limited by the emergence of resistances, including resistance 21 

to apoptosis. This highlights the need for identifying new therapeutic strategies in order to 22 

improve NSCLC prognosis. To that aim, we designed a high-throughput cell-based screen and 23 

probed > 7500 chemical molecules for their ability to restore apoptosis in a resistant NSCLC 24 

cell model. We identified the molecule PP-13, a new compound belonging to the 25 

pyrrolopyrimidine family, and evaluated its antitumor effects both in vitro and in vivo. We 26 

demonstrated that PP-13 exerted strong cytotoxic effects on various NSCLC cancer cells, 27 

including those resistant to current NSCLC therapies. PP-13 induced a transient mitotic 28 

blockade by interfering with both mitotic spindle organization and microtubules dynamics and 29 

finally led to mitotic slippage, aneuploidy and direct apoptotic death. Mechanistic 30 

investigations revealed that PP-13 directly targeted tubulin and bound to the colchicine site. 31 



88 

 

Interestingly, in vitro experiments highlighted a reduced potential of cell migration in response 1 

to PP-13 treatment. Lastly, we showed in vivo that PP-13 significantly reduced NSCLC tumor 2 

growth and metastasis invasiveness without any noticeable toxicity. Overall, our data defined 3 

PP-13 as a new microtubule-targeting agent with clinical potential for the treatment of resistant 4 

NSCLC cancers. 5 

 6 

 7 

Introduction 8 

With 1.8 million of new cases and 1.6 million of death estimated in 2012, lung cancers remain 9 

one of the third most common cancers worldwide and the leading cause of cancer-related death, 10 

making them a major global health problem1,2. Non-Small Cell Lung Cancers (NSCLC) 11 

represent the major histopathological type of lung cancers and account for 85% of all cases3. 12 

Due to non-specific preliminary symptoms, most patients with NSCLC are diagnosed at 13 

advanced stage (locally advanced stage III or metastatic stage IV disease) associated with poor 14 

prognosis and reduced clinical benefits4. In the last two decades, advances in understanding the 15 

lung carcinogenesis underpinnings have revolutionized the management of patients5. Genetic 16 

alterations (such as epidermal growth factor receptor (EGFR) activating mutations or anaplastic 17 

lymphoma kinase (ALK) gene rearrangement) leading to different subcellular signals of tumor 18 

growth and progression are identified in subsets of NSCLC6. Based on this paradigm, drugs 19 

selectively targeting the oncogenic driver mutations have been developed as anticancer 20 

therapies for patients harboring such anomalies7,8. However, despite initial response, resistance 21 

mechanisms almost inevitably ensue and limit targeted therapies potency9. Moreover, efforts 22 

are still needed for the management of patients without targetable oncogenic marker (60% of 23 

cases)10.  24 

Thus, non-selective chemotherapy remains a gold-standard treatment for almost all patients 25 

with advanced NSCLC. Spindle poisons interfere with microtubule dynamics and represent a 26 

major class of conventional chemotherapy commonly used in combination for NSCLC 27 

treatments10. Among approved microtubule-targeting agents, taxanes and vinca-alcaloids that 28 

respectively stabilize and depolymerize microtubules are widely used. However, their 29 
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troublesome side effects (especially myelosuppression and peripheral neurotoxicity) and the 1 

emergence of chemoresistance make essential the development of alternative agents11. 2 

With the aim to identify chemical compounds able to interact with resistance to apoptosis in 3 

EGFR wild-type (EGFR-WT) NSCLC cells, we conducted a high-throughput cell-based screen. 4 

We evaluated the ability of more than 7500 chemical molecules to induce apoptosis in resistant 5 

EGFR-WT NSCLC cells. We selected a small molecule belonging to the pyrrolopyrimidine 6 

family (PP-13) that strongly induced apoptosis. PP-13 appeared to be highly cytotoxic for a 7 

large panel of human cancer cell lines. PP-13 molecule induced mitotic cell blockade by 8 

impairing both mitotic microtubules organization and dynamics and was identified as a 9 

microtubule-targeting agent that selectively binds to the colchicine-binding site. This molecule 10 

showed in vivo antitumor activity, since it decreased tumor growth and metastasis invasiveness 11 

in EGFR-WT NSCLC cell model, without any noticeable toxicity for the chick embryo. These 12 

results suggest that PP-13 is a pyrrolopyrimidine derivative that could be a promising 13 

alternative to anticancer microtubule-targeting therapies for the clinical management of 14 

resistant NSCLC. 15 

 16 

Material and Methods 17 

Chemicals 18 

Molecule PP-13 belongs to Institute Curie/CNRS Chemical Library (compound reference: L-19 

017-H05, Curie Institute, Paris) and was checked for integrity and purity (> 95%) by liquid 20 

chromatography�mass spectrometry. The compound was dissolved in anhydrous dimethyl 21 

sulphoxide (DMSO) and stored as a 10 mmol/L stock solution. 22 

Chemicals reagents used in the present study include DMSO (Carl Roth, Karlsruhe, Germany); 23 

Paclitaxel (Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France); colchicine (Sigma); Formaldehyde 24 

(Sigma); Hoechst 33 342 (Sigma).  25 

The anti- -tubulin and anti-actin antibodies were purchased from Santa Cruz (Clinisciences, 26 

Montrouge, France). Anti-!-tubulin antibody was from Sigma. The anti-phospho-histone H3 27 

and anti-cleaved caspase 3 (Asp 175) antibodies were purchased from Cell signaling (OZYME, 28 

Saint Quentin Yvelines, France). Anti-centrin-2 antibodies were from Merck Millipore 29 
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(Molsheim, France). Goat anti-mouse Alexa Fluor-488 and anti-rabbit Alexa Fluor-568 1 

secondary antibodies were obtained from Life Technologies (Saint-Aubin, France). 2 

Cell lines 3 

NSCLC (H358, H322, A549, H1975, H1650, H3255, PC9 and H460), other human cancer cell 4 

lines from different organs (HCT116, HT29, MCF7, PC3, HeLa, colo829, A375, A7, Skmel-2) 5 

and human fetal lung fibroblast MRC5 cells were obtained from the American Type Culture 6 

Collection, Manassas, VA, USA), routinely tested and authenticated by the ATCC, and cultured 7 

as recommended. HeLa cells expressing mEGFP- -tubulin and mCherry-H2B were a generous 8 

gift from Dr D. Gerlich12. HeLa cells expressing GFP-BubR1 were kindly provided by Pr A. 9 

Musacchio13. H358 cells stably expressing RFP-Histone H2B were generated and selectionned 10 

in the laboratory. All cells were mycoplasma free, cultured at 37°C in the appropriate medium 11 

in a 5% CO2 humidified atmosphere and used within 6 months after resuscitation. 12 

 13 

Cell proliferation assay 14 

Cell viability was analyzed using MTT assay as described previously14.  15 

 16 

Cell-cycle analysis 17 

Cells were harvested, pooled, fixed in 70% ethanol at 4°C, incubated with anti-phospho-histone 18 

3 Alexa Fluor 488-labeled antibodies (for quantitation of mitotic cells) diluted in 1% Fetal 19 

Bovine Serum (FBS)/0.25% triton X100/PBS for 1h at room temperature, before being stained 20 

with 20 µg/mL propidium iodide (for DNA staining) in RNase A/phosphate buffer saline (PBS), 21 

as described previously15.The percentage of cells in the specific cell cycle phases (G0/G1, S, G2, 22 

and M) was determined using an Accuri C6 "ow cytometer (Becton Dickinson, Le Pont-de-23 

Claix, France). 24 

 25 

Apoptosis assays 26 

Apoptotic# cells#with# hypodiploid#DNA#staining#were# counted# in# �sub-G1�#peak# using# flow#27 

cytometry. Cleavage of caspase-3 was also detected by immunoblotting as previously16, using 28 

antibodies against cleaved caspase-3 (Asp175) and actin..  29 

 30 
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Immunofluorescence analyses  1 

For microtubules organization analysis, cells were grown on glass coverslips coated with 2 

1 $g/mL fibronectin, incubated for 24h with PP-13 at IC50 or vehicle, fixed and permeabilized 3 

with either 4% paraformaldehyde followed by 0.1% Triton X100 incubation or with methanol 4 

at -20°C. After washing and saturation with 5% BSA/PBS, cells were incubated for 1h with 5 

primary antibodies (anti- -tubulin, anti-!-tubulin, anti-centrin-2 antibodies), washed twice, and 6 

incubated with Alexa Fluor 488 and/or Alexa Fluor 568 secondary antibodies for 45 min at RT. 7 

DNA was stained with 20 µmol/L Hoechst 33342, and coverslips were mounted with 8 

fluorescence mounting medium (DAKO, Trappes, France,). Fluorescent images were captured 9 

using a multiphoton confocal laser-scanning microscope (LSM 510, Carl Zeiss, Jena, Germany) 10 

equipped with a Plan Apochromat 100×/1.4 NA oil objective and acquisition software LSM 11 

510. All images are z-stacked. 12 

 13 

Time lapse videomicroscopy 14 

HeLa cells expressing alpha-tubulin-EGFP H2B-mCherry and HeLa cells expressing GFP-15 

BubR1 were seeded in 2-well labtek slides (Nunc, D. Dutscher, Brumath, France) coated with 16 

1 $g/mL fibronectin and allowed to grow for 24 hours prior to imaging. After addition of PP-17 

13 or vehicle, the microslide was placed on a 37°C heated stage (at 5 % CO2) and images were 18 

acquired every 3 min by a spinning disk confocal laser microscope (Andromeda iMIC, FEI, 19 

Munich, Germany), equipped with a Plan-Apochromat 40x/1,4 Oil objective and an EMCCD 20 

camera (iXon3897, Andor, Belfast, UK). For each time point, a stack of 15 planes (thickness: 21 

2µm) was recorded. Acquisition (LA) and off-line analysis (OA) softwares were used. 22 

Kinase assay (supplementary material and methods)  23 

The kinase assay was performed by the KINOMEscan screening platform (LeadHunter�#24 

Discovery Services, DiscoverX Corp., Fremont, United States). This active site-directed 25 

competition binding assay allowed to measure the interactions between PP-13 and more than 26 

450 kinases as previously described17.  27 

Tubulin polymerization assay 28 

Tubulin was isolated from bovine brain as described18. Half-area 96-well plate (Greiner Bio-29 

one, Courtaboeuf, France) was charged with pure tubulin in PIPES and MgCl2-based 30 

polymerization buffer (Polymerization buffer 5X, Ecrins therapeutics, La Tronche, France). 31 
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After addition of 1 mmol/L GTP, tubulin assembly was followed at 37°C in the presence of 1 

colchicine, paclitaxel or increasing concentrations of PP-13, by turbidimetry variation at 350 2 

nm (FLUOstar Omega, BMG Labtechnologies). Negative control contained an equivalent 3 

quantity of DMSO as the sample with higher concentration of PP-13. Previous to the test, 4 

compounds solubility in the polymerization buffer was checked.  5 

MTC-displacement assay 6 

The tubulin target site of PP-13 and its associated binding affinity constant (Kb) were 7 

determined by competitive assay, using a fluorescent colchicine analogue MTC (2-methoxy-5-8 

(2,3,4-trimethoxyphenyl)-2,4,6-cycloheptatrien-1-one), that reversibly binds to the colchicine-9 

binding site19,20. Tubulin purification from calf brain was performed as previously 10 

described21,22. Equal amounts of pure tubuline and MTC (10 µmol/L) were mixed in a 11 

phosphate-based buffer (10mM NaPi, 0.1mM GTP). After addition of increasing concentrations 12 

of PP-13, displacement of MTC binding to tubulin was measured by fluorescence changes using 13 

Varioskan (excitation wavelength: 350nm, emission spectra: 372 � 525nm). Tubulin and MTC 14 

alone served as negative controls for fluorescence normalization. Assuming 0.8 MTC sites per 15 

tubulin heterodimer and 4.7x105 M-1 as the MTC binding constant23, PP-13 binding affinity 16 

constant was evaluated using the Equigra v5 program24.  17 

Wound-healing assay 18 

Cells were seeded in culture inserts (ibidi, Clinisciences, Montrouge, France) and allowed to 19 

grow for 48 hours until confluence. Inserts were then removed and PP-13 or vehicle was added 20 

in the medium. Recovery of the wound was recorded by videomicroscopy using Plan-Neofluar 21 

10x/0,3 objective and MetaMorph acquisition software. Images were acquired every 5 min for 22 

12h. 23 

In vivo experiment 24 

Chick embryo tumor growth and metastasis assay was performed as previously described with 25 

slight differences25. Briefly, fertilized White Leghorn eggs (SFPA, Hendrix Genetics group, 26 

Saint Brieuc) were incubated at 38°C with 60% relative humidity for 9 days. The 27 

chorioallantoic membrane (CAM) was then dropped and a 1 cm2 window was cut in the 28 

eggshell above the CAM (at day 9). H358 cell lines were harvested by trypsinization, washed 29 

with complete medium, suspended in serum free DMEM and inoculated onto the CAM of each 30 

egg. At day 10, when tumors began to be detectable, eggs were treated during 10 days every 31 
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two days with paclitaxel, PP-13 or vehicle onto the tumor. At day 19, the upper portion of the 1 

CAM was removed, transferred in PBS and the tumors were carefully cut away from normal 2 

CAM tissue and weighed. In parallel, a 1 cm2 portion of the lower CAM was collected to 3 

evaluate the number of H358 cells. To count these cells, genomic DNA was extracted, and 4 

qPCR analysis was performed by using primers specific for genomic human Alu/repetitive 5 

sequences26. Finally, the toxicity of the treatment was evaluated by scoring the number of dead 6 

embryos and looking for morphological or functional abnormalities on surviving embryos (see 7 

supplementary figure S7). 8 

 9 

Statistical analysis 10 

Statistical analyses were performed by using the non-parametric Mann-Whitney test (GraphPad 11 

Prism#5#software).#Statistical#significance#was#defined#as#p#values#% 0.05. 12 

 13 

Results 14 

·  Identification of a new molecule inhibiting proliferation of human lung cancer cells 15 

To identify new potent chemical molecules able to induce apoptosis in resistant NSCLC cell 16 

model, we designed a high-throughput cell-based assay on EGFR-WT NSCLC H358 cells that 17 

were previously described as a model of resistance to apoptosis induced by serum starvation27. 18 

7520 compounds were screened at a final concentration of 2.5 µmol/L. All compounds restoring 19 

more than 49% of apoptosis were selected as potential hits (data not shown). Among the 71 20 

chemical molecules identified, one pyrrolopyrimidine derivative, PP-13, was finally selected 21 

for further biological and biochemical characterization (figure 1A).  22 

We first evaluated the ability of PP-13 to inhibit growth of human NSCLC cell lines (H358, 23 

H322, A549, H1975, H3255, H1650, PC9 and NCI-H460) harboring various TP53, KRAS and 24 

EGFR status (see supplementary Table S1) using MTT assays. NSCLC cells were treated with 25 

increasing concentrations of PP-13, which drastically inhibited the viability of all NSCLC cell 26 

lines regardless of their EGFR or KRAS mutational status, with concentration values inhibiting 27 

cell growth by 50% (IC50) in the nanomolar range (figure 1B). Interestingly, PP-13 was effective 28 

both on NSCLC cell lines resistant to anti-EGFR-targeted therapies (H1650, H1975) and on 29 

their sensitive counterparts (PC9, H3255). To determine if PP-13 had a specific activity toward 30 

NSCLC cells, we tested PP-13 activity on other representative human cancer cell lines 31 
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(colorectal cancer cell lines HCT116 and HT29; breast cancer cell line MCF7; prostate cancer 1 

cell line PC3; cervical cancer cell line HeLa; melanoma cell lines colo829, A375, A7 and 2 

SkMel-2) (figure 1C). Similarly to NSCLC cells, the IC50 concentrations for PP-13 were in the 3 

nanomolar range, except for A375, A7 and SkMel-2 melanoma cell lines (micromolar range). 4 

PP-13 also reduced the viability of normal human fetal lung fibroblastic cell line MRC5, though 5 

its effects were almost 7 times less than those of antimitotic chemotherapy paclitaxel currently 6 

used for NSCLC treatment (supplementary figure S2). Taken together, these data suggest that 7 

PP-13 exerted a strong cytotoxic activity in a wide panel of cancer cell lines. The rest of the 8 

study was performed using 2 cell lines from different organs both presenting susceptibility to 9 

PP-13 (H358 initial cell model and HeLa carcinoma cell line). 10 

 11 

 12 

· PP-13 induces mitotic blockade in cancer cells  13 

We assessed the effects of PP-13 on cell cycle distribution by flow cytometry in H358 and HeLa 14 

cells (figure 2 and supplementary figure S3). Both H358 and HeLa cells treated with PP-13 at 15 

IC50 transiently accumulated in mitosis (figure 2A, 2B). Thirty two percents of cells were found 16 

in mitosis after 18h of PP-13 exposure, as compared to about 2 % of  vehicle-treated cells (figure 17 

2A, 2B, supplementary figure S3). Subsequently, the percentage of mitotic cells gradually 18 

decreased, concomitantly with the accumulation of apoptotic cells (sub-G1 fraction) (figure 2A, 19 

2B). After 72h of PP-13 treatment, about 20% of cells underwent apoptosis compared to only 20 

1% of the vehicle- treated cells. Consistently with the progressive increase of apoptotic cells, 21 

PP-13 strongly induced the cleavage of caspase-3 in both H358 and HeLa cells (figure 2C). 22 

These results showed that PP-13 induced mitotic cell arrest, suggesting that this molecule is a 23 

strong cytostatic agent that ultimately led to caspase-dependent apoptosis.  24 

 25 

 26 

· PP-13 interferes with both mitotic microtubule organization and spindle pole integrity 27 

Since any perturbation of microtubule dynamics balance can lead to microtubules 28 

disorganization and mitotic cell cycle arrest28, we investigated the effects of  PP-13 on 29 

microtubule array in HeLa cells after 24h of treatment. Once exposed to PP-13, HeLa cells 30 

visually presented normal microtubule pattern in interphase similar to that of control cells 31 

(figure 3A). During metaphasis, untreated cells typically showed 2 symmetrical and fusiform 32 

bipolar spindles with well-aligned chromosomes at the mid-plate (figure 3B). In contrast, PP-33 
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13-driven mitotically-arrested cells showed short and multipolar spindles associated with strong 1 

defects in chromosome congression and alignment suggesting a prometaphase blockade (figure 2 

3B). As observed by flow cytometry analysis, the percentage of cells in interphase decreased in 3 

response to PP-13 treatment, whereas the percentage of abnormal mitotic cells (with a mean of 4 

2-4 spindle poles)29 and polynucleated cells in G1-like pseudo-interphase strongly increased 5 

(figure 3C and 3D). Similar observations were made in PP-13-treated H358 cells, however cells 6 

mostly showed more than 5 spindles poles and no significant augmentation of polynucleated 7 

cells was reported (supplementary figure S4). Since aberrant multipolar spindles are frequently 8 

associated with supernumerary centrosomes30, we quantified these microtubule-organizing 9 

centers (MTOC) in#mitotic# cells# using# !-tubulin staining (figure 3E and 3F). Upon PP-13 10 

treatment,#HeLa#cells#displayed#variable#number#of#!-tubulin dots (with an average of 2-3#!-11 

tubulin#dots#per#cell)#while#control#cells#normally#harbored#2#!-tubulin dots (figure 3E and 3F). 12 

To investigate the genesis of the additional spindle poles31, we examined the centrosome 13 

composition with a specific marker for centrioles (centrin-2). In control cells, each centrosome 14 

displayed a pair of cohesive centrioles (figure 3F). Conversely, treated cells with more than 2 15 

spindle poles presented variable numbers of centrin-2 dots (0, 1 or 2 dots per MTOC) likely 16 

due#to#centriole#pairs#disengagement.#Interestingly,#in#H358#cells,#the#number#of#!-tubulin dots 17 

is comparable to that of control cells (supplementary figure S4E). Overall, these observations 18 

showed that PP-13 induced mitotic spindle multipolarity and microtubules disorganization, 19 

resulting in prometaphase arrest.  20 

 21 

 22 

· PP-13 activates the spindle assembly checkpoint followed by mitotic slippage, 23 

aneuploidy or direct apoptotic death. 24 

Spindle assembly checkpoint (SAC) is a safety mechanism assuring faithful chromosome 25 

segregation during cell division. SAC is typically activated during prometaphase and delays 26 

anaphase onset until all chromosomes are well aligned and correctly attached to the mitotic 27 

spindle by kinetochores. Since SAC complex is frequently involved in prometaphase arrest32, 28 

we evaluated the impact of PP-13 on SAC activation by following  the activation of BubR1 , a 29 

major component of SAC, with time lapse videomicroscopy using  HeLa cells stably expressing 30 

BubR1-EGFP. BubR1 was activated on average 4 times longer in treated cells compared to 31 

control cells, suggesting that SAC activation contributed to PP-13-induced mitotic arrest (figure 32 

4A and 4B). The fate of transiently-arrested cells was investigated using HeLa cells stably 33 
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expressing# -tubulin-EGFP and histone H2B-RFP by time-lapse videomicroscopy. In control 1 

cells, mitotic population represented only a small fraction of total cells (2% in average) and 2 

exhibited typical mitotic features (figure 4C). Upon PP-13 exposure, the fate of arrested cells 3 

was greatly variable. In HeLa cells, some mitotic cells directly underwent apoptosis as 4 

evidenced by the emergence of membrane blebbing, chromatine condensation or apoptotic 5 

bodies (figure 4C). Following prometaphase blockade, others initiated aberrant cytokinesis with 6 

asymmetric cytoplasmic and chromosomal division along more than 2 midbodies. This resulted 7 

in cell aneuploidy (figure 4C) with generation of non viable cells or re-clustering leading to the 8 

generation of polynucleated pseudo-interphase cells, that in turn underwent cell death (as 9 

indicated with the presence of micronuclei, nucleus hyperfragmentation or blebbing) or moved 10 

forward into mitosis. Similar defects were obtained with H358 H2B-RFP cells (supplementary 11 

figure S5) with mainly induction of mitotic slippage (exit out of mitosis without cytokinesis) 12 

and direct apoptotic death. Altogether, these data showed that PP-13 induced SAC-dependent 13 

prometaphase blockade leading to aneuploidy, mitotic slippage and cell death. 14 

 15 

 16 

· PP-13 directly targets tubulin and competes with colchicine for the binding 17 

As PP-13 induced a SAC-dependent prometaphase blockade, by impairing the mitotic 18 

apparatus, 2 main types of molecular targets had to be considered: kinases (especially mitotic 19 

kinases) and tubulin. We first performed a kinome assay to test PP-13 ability to inhibit a panel 20 

of more than 450 human protein kinases including mitotic kinases and relevant cancer mutant 21 

kinases. No kinase was inhibited at 1 or 10 µmol/L, suggesting that PP-13 does not act as a 22 

kinase inhibitor (see supplementary figure S6). To test whether tubulin is a target of PP-13, we 23 

performed an in vitro tubulin polymerization assay using pure tubulin. PP-13 did not delay 24 

microtubule assembly, but significantly reduced microtubules polymerization speed and 25 

maximal polymerized tubulin rate in a dose-dependent manner (figure 5A). After 60 minutes, 26 

5 µmol/L PP-13 decreased as much the tubulin polymer mass as did 2.5 µmol/L colchicine. 27 

These observations indicated that PP-13 directly targets tubulin and exerts potent 28 

depolymerizing effects.  29 

Because colchicine binding site is a major pocket for most of the microtubule destabilizers33, 30 

we investigated whether PP-13 was able to bind to the colchicine binding site by competitive 31 

experiments with a reversible fluorescent colchicine analogue (MTC) whose binding gives rise 32 

to a fluorescence signal34,35. In presence of increasing concentrations of PP-13, the amplitude 33 
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of the fluorescence spectra decreased in a dose-dependent manner (Figure 5B). Fifty µmol/L of 1 

PP-13 reduced fluorescence intensity by 56%. Knowing MTC binding constant (4.7.105 M-1), 2 

the binding constant of PP-13 was calculated to be 9.3.104 M-1 (figure 5C). Such displacement 3 

of MTC by PP-13 demonstrated its ability to bind to the colchicine binding site.  4 

 5 

· PP-13 decreases cell motility in vitro and reduces tumor growth and metastasis 6 

invasion in vivo  7 

As microtubules are notably involved in cell motility, we evaluated the ability of PP-13 to 8 

reduce cell migration. In order not to take cell proliferation into account in this assay, we 9 

followed the wound closure during the first 12h. Because H358 cells do not represent an 10 

appropriate model for wound healing assay, we performed the experimentation with HeLa cells. 11 

We found that 120 nmol/L and 1µmol/L PP-13 significantly reduced HeLa migration potential 12 

compared to control cells (10 and 15% decrease respectively) (figure 6A).  13 

To evaluate both the in vivo antitumor activity and toxicity of PP-13, we used NSCLC H358 14 

cells xenografted on chicken chorioallantoic membranes (CAM). PP-13 significantly inhibited 15 

H358 tumor growth as compared to negative control (figure 6B). Moreover, the toxicity was 16 

also evaluated by measuring both chicken embryos mortality and possible morphological or 17 

functional defects (see supplementary figure S7). Interestingly, no toxicity on the chicken 18 

embryos was noted, indicating that, PP-13 was well tolerated at a dose sufficient to induce an 19 

anti-tumor effect, in this model.  20 

Analysis by RT-qPCR of the presence of NSCLC cells at the lower CAM allowed for the 21 

accurate detection of the metastatic dissemination of tumor cells. PP-13 strongly reduced H358 22 

metastasis ability (figure 6C). Importantly, 0.17 µmol/L PP-13 showed similar anti-tumor and 23 

anti-metastatic effects than 50 µmol/L paclitaxel. 24 

 25 

 26 

 27 

 28 

 29 
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Discussion 1 

In this study, we described a small cell-permeable molecule PP-13 that inhibits cell growth of 2 

a wide range of cancer cell types, including NSCLC and cervical cancer. Interestingly, PP-13 3 

overcomes tumor resistance mechanisms to apoptosis and those limiting activity of targeted 4 

therapies, suggesting that PP-13 could be a potent anticancer agent with clinical interest. In 5 

order to characterize PP-13 anticancer effects, we used 2 cancer cell lines from different organs: 6 

H358 NSCLC cells as the initial cell model of resistance to apoptosis and HeLa cervical cancer 7 

cells that are optimal to visualize properly the microtubule pattern by immunofluorescence. 8 

We showed that PP-13 anticancer effects were correlated with the induction of spindle 9 

multipolarity, chromosomes missegregation and subsequent transient mitotic arrest in 10 

prometaphase. Treated cells displayed supernumerary spindle poles likely due to a loss of 11 

spindle pole integrity and premature centriole pairs disengagement given the atypical 12 

composition of MTOC (0-2 centrioles per pole). This aberrant phenotype following mitotic 13 

blockade was already described under nocodazole, colcemid or nitrous oxide treatment31. 14 

Besides, it was reported that the longer the cells were arrested in mitosis, the more probable 15 

cells exposed spindle multipolarity36. Consequences of PP-13 treatment on the number of 16 

mitotic spindles and spindle poles were highly variable depending on the cell type. Treated 17 

HeLa cells exhibited an average number of 2-4 mitotic spindles and 2-3 MTOC while H358 18 

cells#exposed#more#than#5#mitotic#spindles#and#a#number#of#!-tubulin dots comparable as in 19 

control cells. The highly aberrant number of mitotic spindles in H358 cells might be correlated 20 

with p53 deletion as p53 is a well-known sensor of mitotic failure37. In HeLa cells (wild-type 21 

p53 status), PP-13 induced an accumulation of polynucleated cells in G1-like stage 22 

concomitantly with the increase of aberrant mitotically-arrested cells. This phenotype of 23 

polynucleated cells that was not observed in H358 cells could be correlated with p53 action in 24 

response to mitotic failure37. 25 

In treated HeLa and H358 cells, spindle multipolarity led to defects in chromosomes alignment 26 

and spindle-kinetochore attachment. The lack of tension between the two sister kinetochores 27 

did not satisfy the spindle assembly checkpoint (SAC)38 that promoted prolonged mitotic arrest 28 

as observed in live cell imaging of HeLa cells stably expressing GFP-BubR1 (a major 29 

component of the SAC). By time-lapse videomicroscopy using mEGFP- -tubulin mCherry-30 

H2B HeLa cells and RFP-Histone H2B H358 cells, we showed that cells finally exited from 31 

prolonged mitosis according to various cell fates in a cell-type dependent manner39. Some HeLa 32 



99 

 

cells directly died in mitosis (mitotic catastrophe40 as evidenced by blebs, chromatin 1 

condensation and apoptotic bodies release) while others escaped from the mitotic block through 2 

asymmetric division generating non-viable aneuploid cells. In H358 cells, cellular outcomes 3 

following mitotic arrest were fairly different. A large fraction of cells exited mitosis without 4 

cell division and further died in interphase or during a second mitosis.  5 

In vitro tubulin polymerization experiments in a MAP (Microtubules-Associated Proteins)-free 6 

system revealed that PP-13 is a tubulin-binding agent. As PP-13 did not modify the delay phase 7 

of tubulin assembly but significantly decreased the microtubule polymer mass in a dose-8 

dependent manner, we believed that PP-13 probably inhibited microtubules elongation from 9 

tubulin nuclei. PP-13 competed with colchicine for the binding on the same tubulin site and 10 

exhibits an apparent binding affinity constant (Kb = 9.3x104 M-1) differing from about a factor 11 

of 20 comparatively to podophyllotoxin (1.8x106M-1)41 and colchicine. The toxicity induced by 12 

colchicine and podophyllotoxin treatments hampers their use as anti-cancer drugs and Kb has 13 

been shown to be correlated with compound cytotoxicity24 suggesting that PP-13 could be better 14 

tolerated. Moreover, Kb of PP-13 was fairly similar to that of other well-known colchicine-15 

binding site ligands MTC (4.7x105M-1) 23 and nocodazole (4x105M-1) 42 probably indicating 16 

that PP-13 displayed a great affinity towards tubulin and might be an interesting agent to target 17 

mitosis. Currently, there is no drug with approved clinical use that targets the colchicine-18 

binding site of tubulin. Some colchicine-site binding agents are in preclinical development33,43�
19 

46 but exhibit completely different chemical structure from PP-13 suggesting that PP-13 is an 20 

interesting drug candidate for further studies. As previously shown, spindle poisons (both 21 

microtubules-stabilizing and destabilizing agents) alter the tubulin polymer mass at high 22 

concentrations, however in vivo doses that are classically 10-100 less concentrated are sufficient 23 

to block cells in mitosis due to the interference with microtubule dynamic instability45,47,48. In 24 

this context, PP-13 likely attenuated microtubules dynamic instability resulting in 25 

disorganization of mitotic spindles and subsequently cell cycle arrest. Considering that 26 

microtubule dynamics in interphase cells is 10- to 100-fold lower than in mitosis49, it seems 27 

conceivable that loss of dynamicity did not induced any perceptible difference in microtubules 28 

organization at this stage between treated- and control cells.  Thus, PP-13 would have more 29 

selective effects on highly proliferating cells than taxanes and vinca-alcaloids that are notably 30 

responsible for neurotoxic events. Interference of PP-13 with tubulin 31 

polymerization/depolymerization balance has serious consequences on cells in mitosis, given 32 

the essential role of microtubules in ensuring faithful chromosomes segregation in 2 sister cells 33 
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by forming dynamic mitotic bipolar spindles such as tracks along which chromosomes congress 1 

through treadmilling. 2 

In ovo experiments are definitely accepted as a potential alternative to mammalian models for 3 

the in vivo assessment of drug toxicity and pharmacokinetics50. This model gains its spurs 4 

especially in the cancerology field as tumor implantation is facilitated by CAM physiological 5 

immunodeficiency25,51�54. Taxanes are widely used in advanced NSCLC and were previously 6 

shown as probably toxic in the chicken embryos55, arguing the need for alternative better-7 

tolerated anticancer agents. We showed that only 0.17 µmol/L PP-13 were as efficient to inhibit 8 

tumor growth and invasion as 50 µmol/L paclitaxel. PP-13 displays a remarkable tumor cell 9 

selectivity in in ovo model, with no detectable toxicity for the growing embryo. Besides, in ovo 10 

system also allows the evaluation of tumor metastatic invasion due to the intense 11 

vascularization of the egg. Most spindle poisons exert antimetastatic effects given the role of 12 

microtubules in cell motility. Accordingly, PP-13 does not escape the rule as it significantly 13 

reduced cell mobility in vitro and metastasis invasion in vivo. 14 

In summary, PP-13 could represent a promising alternative to conventional spindle poisons 15 

used in clinic (taxans, vinca-alcaloids) because of its more selective activity and reduced 16 

toxicity. We could also consider drug delivery system (coupling to vector or specific antibody) 17 

as a way to improve further selectivity as it was previously experimented for taxans56. 18 
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Figures 

Figure 1 

 

PP-13 significantly inhibited cell proliferation of several human cancer cell lines. A. 

Chemical structure of PP-13: ethyl 4-((4-(benzylamino)-6-methyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-

7-yl)methyl)benzoate. B-C. PP-13 concentrations required to inhibit cell growth by 50% (IC50) 

at 72h were determined by MTT assays in NSCLC cells (B.), or in other representative cancer 

cell lines from various origin (C.). Data represent the mean ± SD of three independent 

experiments (in nmol/L).  
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Figure 2 

  

PP-13 interferes with mitotic progression of H358 NSCLC and HeLa cells. H358 and HeLa 

cells were treated with PP-13 at IC50 (170 nmol/L H358, 120 nmol/L HeLa). The cell-cycle 

phases were determined by flow cytometry over the time as indicated A. The histograms 

represent the percentage of cells in each phase of the cell-cycle. B. Graphical representation of 

the percentage of mitotic and apoptotic cells in control and PP-13-treated cells. Data are 

presented as the mean ± SD of ≥3 independent experiments (*, p< 0.05 compared to control 

cells). C. Cleaved caspase 3 was evaluated by western Blotting. 

  



108 

 

 



109 

 

Figure 3 
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PP-13 interferes with mitotic spindle architecture and centrosome formation. HeLa cells 

were treated or not with 120 nmol/L PP-13 for 24h as indicated. A-B. Representative confocal 

images of microtubules (á-tubulin staining in red) and DNA (DAPI staining in blue) in untreated 

and PP-13-treated cells in interphase (A.) or in mitosis (B.). C. Quantification of interphase, 

mitotic, apoptotic and polynucleated cells (*, p<0.05). At least 550 cells were randomly chosen 

and scored in each condition. D. Quantification of mitotic spindles per mitotic cell in control 

and treated samples. Based on a well-accepted classification nomenclature27, type I and II 

spindles are bipolar (n=2) with one or more uncongressed chromosomes, type III are monopolar 

spindles with chromosomes arranged around the spindle (n=1), multipolar spindles displayed 

more than two poles (n >2). At least 100 mitotic cells were randomly chosen and scored in each 

sample. E. Confocal images showing DNA (in blue), centrosome organization (á-tubulin 

staining in red) and centrin-2 repartition (in green) in mitotic non-treated and PP-13-treated 

cells. Insets represent a zoom of the boxed area. F. Quantification of ã-tubulin dots per mitotic 

cell in control and treated samples. At least 100 mitotic cells were randomly chosen and scored 

in each sample.  

Abbreviations: n: number of mitotic spindles; NS, Not significant. 
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Figure 4 
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PP-13 blocks cells in prometaphase following asymetric division or direct apoptotic death. 

BubR1-EGFP HeLa cells (A., B.) or α-tubulin-EGFP H2B-RFP HeLa cells (C.) were treated or 

not with 120 nmol/L PP-13 and cells were followed over the time with time-lapse 

videomicroscopy. A. Spindle assembly checkpoint (SAC) activation was analyzed over the time 

by following the activation of BubR1 (a major SAC component). B. Mean time of BubR1 

activation was estimated by time lapse videomicroscopy (*, p<0.05). At least 3 cells for each 

condition were followed over the time. Data are expressed as mean ± SD. C. Cell division 

process was followed over the time. Non treated cells undergoing mitosis exhibit typical 

features of the different cell-cycle phases: a. interphase. b. prophase. c. metaphase. d. anaphase 

I. e. anaphase II; f. cytokinesis. g. interphase. PP-13 induces cell prometaphase arrest (h), then 

asymetric division (i) or direct apoptotic death (j). Orange and blue arrows indicate blebbing 

and chromatin condensation respectively. Polynucleated cells generated from asymetric 

division can initiate a second mitosis (k). 
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Figure 5 

PP-13 is a microtubule-depolymerizing agent that competes with colchicine for tubulin 

binding. A. Effect of PP-13 on microtubule dynamics by in vitro tubulin polymerization assay. 

Assembly of pure tubulin (40 µmol/L) in presence of increasing concentrations of PP-13 (0 to 

25 µmol/L) was followed by turbidimetry at 350nm. DMSO, paclitaxel (5 µmol/L) and 

colchicine (2.5 µmol/L) were used as vehicle control, polymerizing and depolymerizing agents 

respectively. Each turbidity value represents the mean ± SD from 3 experimentations. B. 

Displacement of MTC from colchicine site by PP-13. MTC is a fluorescent colchicine analogue 

that interacts with the colchicine binding site of tubulin heterodimer. Fluorescence emission 

spectra (372-525 nm) of 10 µmol/L MTC and 10 µmol/L tubulin in presence of increasing 

concentrations of PP-13 (0 to 50 µmol/L) are showed. Each fluorescence intensity value (in 

arbitrary unit) represents the mean from 2 independent assays. C. Displacement isotherm of 

MTC by PP-13. MTC fractional saturation was calculated knowing the concentration of MTC 

binding sites (0.8 per tubulin dimer) and the MTC binding constant (4.7.10
5
 M

-1
). 
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Figure 6 

 

PP-13 exerts anti-tumor effects. A. Confluent HeLa cells were scratched and treated with 

vehicle (DMSO) or PP-13 then wound healing was followed by videomicroscopy. In 

microscopy images, yellow lane delineates the edges of the wound. The histograms represent 

the percentage of wound area at 0h and 12h compared to control sample (mean ± SD of 3 

independent experiments). B-C. H358 NSCLC cells were xenografted on chick embryo 

chorioallantoic membrane (CAM). After treatment with vehicle (DMSO 0.5%), paclitaxel (50 

µmol/L) or PP-13 (170 nmol/L), tumors were excised and weighed. The presence of H358 cells 

in the lower CAM was also evaluated by RT-qPCR as described in material and methods 

section. Effects of treatments on H358 tumor weight (mean ± SEM of at least 17 samples) (B.) 

and tumor metastasis invasion in the lower CAM (mean ± SEM of 15 samples) (C.) were 

evaluated (*, p < 0.05 significantly different from control). 

Abbreviations: NS, Not significantly different). 
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Supplementary figures 

 Supplementary figure S1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Genotypic features of NSCLC cell lines used in the study. Amino acid mutation are precised.  

Abbreviations: WT: wild-type, EGFR-TKI: inhibitor of EGFR tyrosine kinase activity,       

p.?: not defined 
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Supplementary figure S2 

 

PP-13 reduces proliferation of MRC5 cells but has an IC50 7 times less than paclitaxel. PP-

13 concentration required to inhibit cell growth by 50% (IC
50

) at 72h was determined by MTT 

assays in human fetal lung fibroblast MRC5 cells. Data represent the mean ± SD of three 

independent experiments (in nmol/L).  
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Supplementary figure S3 

 

PP-13 interferes with mitotic progression of H358 NSCLC and HeLa cells. H358 (A.) and 

HeLa (B.) cells were treated with PP-13 at IC
50

 (170 nmol/L for H358 cells, 120 nmol/L for 

HeLa cells) for 18h. The percentage of cells in each phase of the cell-cycle was determined by 

flow cytometry. Representative histograms of  ≥ 3 independent experiments show the 

repartition of cells in the different cell-cycle phases considering the DNA content. Associated 

dot plots show cell distribution depending on phospho-histone H3 signal and DNA contents. 

Phosphorylated-histone H3 is used as a late G2/mitosis-specific marker. Propidium iodide 

estimates the cell DNA contents.  
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Supplementary figure S4 
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PP-13 interferes with mitotic spindle architecture and centrosome formation in H358 cells. 

H358 cells were treated or not with 170 nmol/L PP-13 for 24h as indicated. A-B. Representative 

confocal images of microtubules (á-tubulin staining in green) centrosomes (ã-tubulin staining 

in red) and DNA (DAPI staining in blue) in interphase (A.) or in mitotic (B.) cells. Insets 

represent a zoom of the boxed area. C. Quantification of interphase, mitotic, apoptotic and 

polynucleated cells (*, p<0.05). Results for 300 cells randomly chosen and assigned. 

Quantification of mitotic spindles (D.) and ã-tubulin spots (E.) per mitotic cell in control and 

treated samples. At least 100 mitotic cells were randomly chosen and scored in each sample. 

Mitotic spindles were classified according to a well-accepted nomenclature27: type I and II 

spindles are bipolar (n=2) with one or more uncongressed chromosomes, type III are monopolar 

spindles with chromosomes arranged around the spindle (n=1), multipolar spindles displayed 

more than two poles (n >2).  

Abbreviations: NS, Not significant. 
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Supplementary figure S5 
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PP-13 blocks H358 cells in prometaphase following mitotic slippage or direct apoptotic 

death. H2B-RFP H358 cells were treated or not with 170 nmol/L PP-13 and cell division 
process was followed over the time using time-lapse videomicroscopy. Non treated cells 

undergoing mitosis exhibit typical features of the different cell-cycle phases: a. interphase. b. 
prophase. c. metaphase. d. anaphase II; e. interphase. PP-13 induces cell prometaphase arrest 
(f), then mitotic slippage (g) or direct apoptotic death (h). White arrows show the cell of interest.  
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Supplementary figure S6 

 

PP-13 is not a kinase inhibitor. Interactions between PP-13 and more than 450 human kinases 
and disease relevant mutant variants was evaluated by a kinome array. PP-13 was screened at 1 

µmol/L (A.) and 10 µmol/L (B.). Red dots show significant kinase inhibition. The percentage 
represent the resultant kinases activity in presence of PP-13 compared to negative control.  
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Supplementary figure S7 

 

 

PP-13 does not induce noticeable toxicity on chicken embryos. List of 22 checkpoints that 

were probed on chicken embryos to evaluate toxicity.  
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THESE SOUTENUE PAR : Pauline GILSON 

 

TITRE : 

EVALUATION DE L'ACTIVITE ANTICANCEREUSE D’UN NOUVEAU DERIVE 

PYRROLO-PYRIMIDINE (PP-13) CIBLANT LES MICROTUBULES DANS LES 
CANCERS BRONCHO-PULMONAIRES NON-A-PETITES CELLULES 
RESISTANTS 

CONCLUSION :  

Responsables de 1.6 million de décès annuels dans le monde, les cancers bronchiques 

représentent un problème majeur de santé publique. Les Cancers Broncho-pulmonaires Non-
à-Petites Cellules (CBNPC) sont le sous-type histologique majoritaire (85% des cancers 
bronchiques) et sont associés à un pronostic médiocre, en raison notamment de l’émergence 

de nombreux mécanismes de résistance. Dans ce contexte, la prise en charge des CBNPC est 
un réel challenge thérapeutique et il apparait essentiel d’identifier de nouveaux agents 
anticancéreux actifs sur les formes résistantes de cancers pulmonaires. 

 

En dépit de l’avènement des thérapies ciblées et de l’immunothérapie, les 

chimiothérapies  restent un des traitements de référence des CBNPC et de nombreux autres 
cancers avancés en l’absence de mutation oncogénique validée (65% des cas de CBNPC) ou 

en cas de rechute sous traitement ciblé. Les cures de chimiothérapies proposées aux patients 

consistent généralement en une association de drogues, incluant notamment des poisons du 
fuseau. Les taxanes et les vinca-alcaloïdes sont à ce jour les principaux agents ciblant les 
microtubules utilisés en clinique et induisent respectivement la stabilisation et la 
dépolymérisation des microtubules. Les microtubules constituent en effet une cible de choix 
pour le traitement des cancers en raison de leurs rôles-clés dans de nombreux processus 
biologiques tels que la ségrégation homologue des chromatides-sœurs lors de la mitose, la 

migration cellulaire et l’angiogenèse. Cependant, l’efficacité thérapeutique de ces 
antimitotiques est fortement limitée par leur toxicité systémique et le développement de 
chimiorésistance (par surexpression de pompes d’efflux principalement). Dans ce contexte, le 

développement de nouveaux agents mieux tolérés et moins sensibles aux transporteurs 
membranaires est indispensable.  

 

Par une approche par criblage cellulaire à haut-débit, nous avons identifié un nouveau 
composé pyrrolo-pyrimidine (PP-13) ayant un fort potentiel cytotoxique sur une large gamme 

de lignées cellulaires cancéreuses humaines incluant des lignées cancéreuses résistantes à 
l’apoptose et aux thérapies ciblées. Des essais de polymérisation de la tubuline in vitro ont 
montré que PP-13 cible directement la tubuline et induit un effet dépolymérisant des 
microtubules, et ceci de façon dose-dépendante. En dépit d’une structure chimique très 
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différente de la colchicine, la molécule PP-13 entre en compétition avec elle pour une liaison 

au niveau du colchicine-binding-site de la tubuline. Les résultats de polymérisation de la 
tubuline en présence de ces agents suggèrent cependant un mécanisme d’action différent. 

Contrairement à la colchicine, il semble que PP-13 permette la nucléation de la tubuline mais 
réduise de façon significative l’élongation des polymères de tubuline. Nous confirmons cette 
hypothèse par analyse en microscopie électronique de l’assemblage de la tubuline in vitro. De 
plus, la constante d’affinité de PP-13 pour la tubuline est 20 fois inférieure à celle de la 

colchicine ce qui suggère une cytotoxicité moins importante que la colchicine(271).  

Au niveau cellulaire, PP-13 réduit l’instabilité dynamique des microtubules nécessaire 

à leurs fonctions biologiques et perturbe l’organisation des fuseaux mitotiques. Il en résulte la 

formation de cellules multipolaires aberrantes et un blocage mitotique en prométaphase 

dépendant du point de contrôle de l’assemblage du fuseau (SAC). Le devenir de ces cellules 

bloquées en mitose est très variable : beaucoup sont soumises à une mort directe par apoptose 
tandis que d’autres échappent initialement à la mort cellulaire par glissement mitotique ou 
division asymétrique et aboutissent à la formation de cellules aneuploïdes non viables.  

In vivo, nous avons démontré l’efficacité thérapeutique de PP-13 sur la croissance 
tumorale et l’invasion métastatique dans un modèle de xénogreffes de CBNPC résistants dans 
des œufs de poule embryonnés, sans induire d’effet toxique notable sur l’embryon. PP-13 
représente donc une alternative pharmacologique intéressante dans  le traitement  des  
CBNPC résistants (et potentiellement d’autres cancers solides) en combinaison avec les 

thérapies anticancéreuses actuelles. De nombreux agents ciblant les microtubules et se liant 
spécifiquement au site de liaison de la colchicine sont en développement préclinique pour le 

traitement de certains cancers mais à ce jour, aucun ne présente une structure chimique 
comparable à celle de PP-13.  

Ces résultats positionnent PP-13 comme un agent anticancéreux avec un réel intérêt clinique. 
Actuellement, nous cherchons à déterminer si PP-13 est susceptible d’être un substrat pour les 

principales protéines d’efflux impliquées dans les mécanismes de chimiorésistance et si PP-13 
affecte le transport des autres molécules par ces transporteurs. 
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EVALUATION DE L'ACTIVITE ANTICANCEREUSE D’UN NOUVEAU DERIVE 

PYRROLO-PYRIMIDINE (PP-13) CIBLANT LES MICROTUBULES DANS LES 
CANCERS BRONCHO-PULMONAIRES NON-A-PETITES CELLULES 
RESISTANTS 

 

RESUME :  

Les cancers broncho-pulmonaires non-à-petites cellules (CBNPC) représentent 85 % des 
cancers bronchiques et sont associés à un pronostic médiocre. L’efficacité des thérapies 

anticancéreuses actuelles est notamment limitée par l’émergence de nombreuses résistances, 
incluant les mécanismes de résistance à l’apoptose. Dans ce contexte, notre équipe a 

sélectionné, par criblage cellulaire à haut-débit, une famille de dérivés pyrrolo-pyrimidine actifs 
sur les formes de CBNPC résistantes à l’apoptose. Notre objectif est de caractériser ces dérivés 
afin d’identifier un potentiel candidat-médicament pour le traitement des CBNPC résistants. 
Parmi ces composés, la molécule PP-13 présente un grand potentiel thérapeutique en raison de 
ses effets antiprolifératifs et pro-apoptotiques sur un large panel de lignées cancéreuses 
pulmonaires, avec une IC50 de l’ordre du nanomolaire. PP-13 induit un blocage mitotique 
transitoire en perturbant l’organisation et la dynamique des microtubules. Il en résulte un 

glissement mitotique, une aneuploïdie ou la mort cellulaire directe par apoptose. Nos études 
mécanistiques ont mis en évidence la liaison directe de PP-13 sur la tubuline, au niveau du site 
de liaison de la colchicine. De façon intéressante, nous avons observé in vivo que PP-13 réduit 
la croissance tumorale et l’invasion métastatique sans induire d’effet toxique détectable.  
Nous avons ainsi identifié un agent ciblant les microtubules capables de restaurer l’apoptose 

dans des modèles résistants de CBNPC. L’efficacité thérapeutique de PP-13 sur de nombreuses 
lignées représentatives d’autres cancers humains renforcent son intérêt clinique pour le 

traitement de nombreux cancers. 

 

LES MOTS CLES : cancers broncho-pulmonaires non-à-petites cellules (CBNPC), résistance, 
apoptose, dérivés pyrrolo-pyrimidine, criblage cellulaire à haut débit, antimitotique. 
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