
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

AVERTISSEMENT 
 
 

Ce document est le fruit d'un long travail approuvé par le jury de 
soutenance et mis à disposition de l'ensemble de la 
communauté universitaire élargie. 
 
Il est soumis à la propriété intellectuelle de l'auteur. Ceci 
implique une obligation de citation et de référencement lors de 
l’utilisation de ce document. 
 
D'autre part, toute contrefaçon, plagiat, reproduction  illicite 
encourt une poursuite pénale. 
 
Contact : ddoc-theses-contact@univ-lorraine.fr 
 
 
 
 
 

LIENS 
 
 
Code de la Propriété Intellectuelle. articles L 122. 4 
Code de la Propriété Intellectuelle. articles L 335.2- L 335.10 
http://www.cfcopies.com/V2/leg/leg_droi.php 
http://www.culture.gouv.fr/culture/infos-pratiques/droits/protection.htm 



 

UMR 7565, SRSMC - Laboratoire Structure et Réactivité des Systèmes Moléculaires Complexes, Université de 

Lorraine, Faculté des Sciences et Techniques, Université de Lorraine, 54506 Vandœuvre les Nancy 

Laboratoire de Biologie Moléculaire et Cellulaire du Cancer, Hôpital du Kirchberg, 9 rue Edward Steichen, 

L2540, Luxembourg, LUXEMBOURG 

École Doctorale BioSE (Biologie-Santé-Environnement) 

 

Thèse 

 

Présentée et soutenue publiquement pour l’obtention du titre de 

DOCTEUR DE l’UNIVERSITE DE LORRAINE 

Mention : « Sciences de la Vie et de la Santé » 

 

 

par Emilie BANA  

 

 

Inhibition des phosphatases CDC25 dans le cadre d’une 

thérapie anticancéreuse : étude mécanistique de nouveaux 

inhibiteurs 
 

Le 9 juillet 2013 

 

Composition du jury : 

 
Rapporteurs :   

M
me

 Christiane GARBAY Professeur, Université Paris Descartes, UFR Bio Médicale UMR-

8601 – Laboratoire de Chimie et Biochimie Toxicologique et 

Pharmacologique, Paris. 

M
me

 Nadine MARTINET Directeur de recherche INSERM, Université Nice Sophia Antipolis, 

LCMBA UMR CNRS 6001, Nice. 

Examinateurs :   

M
r 
Gilbert KIRSCH  Professeur, Université de Lorraine – Laboratoire Structure et 

Réactivité des Systèmes Moléculaires Complexes, Metz. 

M
r
 Alexandre FIFRE Maître de conférences, Université Paris Est Créteil Val de Marne – 

Institut Supérieur des Biosciences  de Paris, Créteil.   

M
me

 Denyse BAGREL  Professeur, Université de Lorraine - laboratoire Structure et 

Réactivité des Systèmes Moléculaires Complexes, Metz. Directeur 

de thèse 
M

r
 Marc DIEDERICH  Professeur, Laboratoire de Biologie Moléculaire et Cellulaire du 

Cancer, Luxembourg. Co-directeur de thèse 

Membres invités :  

M
r
 Patrick CHAIMBAULT  Professeur, Université de Lorraine – Laboratoire de Spectrométrie 

de Masse et de Chimie Laser, Metz. 

M
me

 Claudia CERELLA Docteur, Laboratoire de Biologie Moléculaire et Cellulaire du 

Cancer, Luxembourg. 

http://www.unice.fr/lcmba/index.html




Ce travail de doctorat a été réalisé sous la direction des Professeurs Denyse BAGREL et 

Marc DIEDERICH, au sein du laboratoire d’Ingénierie Moléculaire et Biochimie 

Pharmacologique (récemment réorganisé au sein du Laboratoire Structure et Réactivité des 

Systèmes Moléculaires de l’Université de Lorraine) ; et du Laboratoire de Biologie 

Moléculaire et Cellulaire du Cancer (Luxembourg). 

 

Je tiens à remercier le Fonds National pour la Recherche du Luxembourg (FNR) qui m’a 

permis de mener à bien ces travaux de doctorat au travers d’une bourse d’Aide à la 

Fondation Recherche. Je remercie aussi le FNR pour la Bourse d’Aide à la Mobilité qui 

m’a permis de présenter ces travaux de recherche dans un congrès international. 

 

Enfin, je remercie l’ensemble des organismes soutenant financièrement les deux laboratoires : 

la Ligue Contre le Cancer, le Conseil Général de Moselle, la Région Lorraine, la 

Fondation Recherche Cancer et Sang, les associations Recherches Scientifiques 

Luxembourg, Een Haerz fir kriibskrank Kanner, Action Lions ‘‘Vaincre le Cancer’’, ainsi 

que Télévie de Luxembourg.  

 



Remerciements 
 

J’adresse mes plus sincères remerciements aux professeurs Denyse Bagrel, Marc Diederich et 

Gilbert Kirsch pour m’avoir permis de mener à bien ce projet de doctorat, pour leurs conseils 

précieux ainsi que pour nos discussions scientifiques fructueuses. Je tiens à remercier plus 

particulièrement le P
r
 Bagrel pour sa bienveillance ses qualités humaines et ses 

encouragements qui m’ont permis d’aller toujours plus loin dans mes travaux de recherche. A 

chaque fois que j’ai douté de l’aboutissement de ce projet, vous avez su réveiller ma 

motivation, merci pour ce très bel exemple de persévérance. 

Je remercie les professeurs Christiane Garbay et Nadine Martinet de m’avoir fait l’honneur 

d’être rapporteurs et membres du jury qui évaluera ce travail. Je remercie aussi le P
r
 Gilbert 

Kirsch et le D
r
 Alexandre Fifre d’avoir accepté d’être membre du jury de cette thèse, ainsi que 

le P
r
 Patrick Chaimbault et le D

r
 Claudia Cerella pour leur présence en tant que membres 

invités du jury. 

J’adresse mes sincères remerciements à l’ensemble de mes collègues du LIMBP : doctorants, 

stagiaires, maître de conférences, qui ont fait de ces années de thèse un moment agréable et 

enrichissant. Merci à Elodie pour son aide précieuse dans mes débuts, Adeline pour ses 

conseils indispensables en cytométrie, Stéphanie pour son soutien quotidien, sa patience et sa 

bonne humeur, Hervé pour nos longues discussions, Eric pour sa gentillesse et son aide pour 

les enseignements et enfin Hélène, Aline, Sophie et Tzvete pour leur gentillesse et leur sourire 

permanent qui a très largement contribué à la bonne ambiance du laboratoire. Merci à mes 

collègues chimistes Estelle, Sergio, Zhanjie et Oualid pour leur aide et nos fructueuses 

collaborations. 

Je remercie l’ensemble de mes collègues du Laboratoire de Biologie Moléculaire et Cellulaire 

du Cancer pour leur accueil et leur aide. Merci à Claudia pour la qualité de nos discussions 

scientifiques, à Cindy pour son aide et sa bonne humeur ainsi qu’à tous ceux que j’ai côtoyés 

quotidiennement au laboratoire. 

Enfin je tiens à remercier mes proches qui m’ont portée et supportée pendant toute cette thèse, 

et sans qui je n’aurais pas eu la force d’aller jusqu’au bout. J’adresse mes pensées les plus 

affectueuses à Guillaume pour notre merveilleuse rencontre et à ma mère pour avoir toujours 

cru en ma réussite. 



Liste des publications et communications 

 

Publications internationales avec comité de lecture 

Valente S
#
, Xu Z

#
, Bana E, Zwergel C, Mai A, Jacob C, Meiser P, Bagrel D, Silva A M S, Kirsch G. 

4-Vinyl-2H-1-benzopyran-2-one reactivity as [4+2] thermal Diels-Alder cyclo addition: Access to 

novel coumarin-based polycycles with CDC25 phosphatases inhibiting activity. European Journal 

of Organic Chemistry. May 2013, 14: 2869–2877 

Sibille E, Bana E, Chaouni W, Diederich M, Bagrel D, Chaimbault P. Development of a matrix-

assisted laser desorption/ionization-mass spectrometry screening test to evidence reversible and 

irreversible inhibitors of CDC25 phosphatases. Anal Biochem. 2012 Nov 1 ; 430(1):83-91. Epub 

2012 Aug 16. 

Saidu NE, Valente S, Bana E, Kirsch G, Bagrel D, Montenarh M. Coumarin polysulfides inhibit cell 

growth and induce apoptosis in HCT116 colon cancer cells. Bioorg Med Chem. 2012 Feb 15 ; 

20(4):1584-93. Epub 2011 Dec 30. 

Valente S, Bana E, Viry E, Bagrel D, Kirsch G. Synthesis and biological evaluation of novel 

coumarin-based inhibitors of Cdc25 phosphatases. Bioorg Med Chem Lett. 2010 Oct 1 ; 

20(19):5827-30. Epub 2010 Aug 3. 

 

Chapitre de livre 

Bana E and Bagrel D. In vitro Breast Cancer Models as Useful Tools in Therapeutics? In "Breast 

Cancer: Focusing Tumor Microenvironment, Stem Cells And Metastasis",584 pages, 

www.intechopen.com, Mehmet Gunduz and Esra Gunduz Editors, In Tech Publisher, pp21-38. 2011. 

 

Communications affichées :  

Bana. E. Evaluation of therapeutic potential of new molecules for breast cancer treatment. European 

doctoriales à Ventron (France) du 16 au 21 octobre 2011. 

 

Bana E., Valente S., Viry E., Kirsch G. & Bagrel D. Novel CDC25 small coumarin-based inhibitors, 

biological evaluation. CCCD 2011 (Cell Cycle, Cancer and Development) à Saint-Malo du 25 au 28 

mai 2011. 

 

Bana E., Sibille E., Valente S., Cerella C., Chaimbault P., Kirsch G., Diederich M. & Bagrel D. 

Biological Evaluation of a Novel Quinone-Coumarin Compound Inhibiting CDC25 Phosphatases. 

Journée Jeunes chercheurs 2013, société de chimie Thérapeutique, Romainville les 7 et 8 février 2013. 

 



 

 

Table des matières 

CONTEXTE SCIENTIFIQUE .............................................................................................................. 1 

I. INTRODUCTION ............................................................................................................................................ 2 

1. Le cancer .............................................................................................................................................. 2 
2. Cancérogenèse ...................................................................................................................................... 5 

Initiation .................................................................................................................................................................................. 6 
Promotion ................................................................................................................................................................................ 6 
Progression .............................................................................................................................................................................. 7 

3. Approches thérapeutiques .................................................................................................................. 8 
Chirurgie .................................................................................................................................................................................. 8 
Radiothérapie ........................................................................................................................................................................ 10 
Chimiothérapie ...................................................................................................................................................................... 11 
Choix thérapeutique .............................................................................................................................................................. 13 
Nouvelles cibles, nouveaux agents chimiothérapeutiques .................................................................................................... 14 

II. LE CYCLE CELLULAIRE ............................................................................................................................. 16 

1. Organisation ....................................................................................................................................... 16 
2. Régulation et progression ................................................................................................................. 17 

Complexes CDK/cyclines ........................................................................................................................................................ 17 
Transition G0/G1 ..................................................................................................................................................................... 19 
Progression en phase G1, transition G1/S............................................................................................................................... 19 
Phase S ................................................................................................................................................................................... 19 
Progression en phase G2, transition G2/M ............................................................................................................................. 20 
Mitose .................................................................................................................................................................................... 21 

3. Points de contrôle et dommages à l’ADN ........................................................................................ 22 
Checkpoint G1/S ..................................................................................................................................................................... 22 
Checkpoint G2/M.................................................................................................................................................................... 23 
Checkpoint M : Transition métaphase/anaphase .................................................................................................................. 23 

III. LES PHOSPHATASES CDC25 ...................................................................................................................... 25 

1. Structure ............................................................................................................................................. 25 
Région N-terminale ................................................................................................................................................................ 25 
Région C-terminale ................................................................................................................................................................ 26 

2. Mécanisme catalytique ...................................................................................................................... 28 
3. Intervention des isoformes dans le cycle cellulaire ......................................................................... 28 
4. Régulation des CDC25 ...................................................................................................................... 30 

Abondance au cours du cycle ................................................................................................................................................ 30 
Localisation subcellulaire ....................................................................................................................................................... 32 
Modulation par les dommages à l’ADN ................................................................................................................................. 33 
Phosphorylations activatrices des CDC25 .............................................................................................................................. 34 
Régulation redox .................................................................................................................................................................... 35 

IV. CDC25 ET CANCER .................................................................................................................................... 37 

1. Surexpression dans les cancers ......................................................................................................... 37 
2. Surexpression transcriptionnelle, protéique et agressivité tumorale ............................................ 38 
3. Mécanismes inducteurs ..................................................................................................................... 39 
4. Mécanismes pro-tumorigènes ........................................................................................................... 40 
5. Ciblage thérapeutique ....................................................................................................................... 41 

V. LES INHIBITEURS DE CDC25 ..................................................................................................................... 44 

1. Mimes de groupement phosphate .................................................................................................... 44 



2. Dérivés poly-soufrés .......................................................................................................................... 46 
3. Inhibiteurs électrophiles ................................................................................................................... 47 
4. Dérivés thiophéniques ....................................................................................................................... 48 
5. Inhibiteurs à structures quinonoïques ............................................................................................. 49 

Structure ................................................................................................................................................................................ 49 
Mode d’action antitumoral des quinones ............................................................................................................................. 49 
Toxicité .................................................................................................................................................................................. 51 
Inhibiteurs de CDC25 ............................................................................................................................................................. 51 

6. Développement de nouveaux inhibiteurs ......................................................................................... 57 

VI. LES MODÈLES D’ÉTUDE ............................................................................................................................. 59 

1. Modèles in vitro .................................................................................................................................. 59 
Criblage sur des protéines recombinantes ............................................................................................................................ 59 
Criblage in silico ..................................................................................................................................................................... 60 
Lignées cellulaires .................................................................................................................................................................. 60 

2. Modèles in vivo ................................................................................................................................... 62 
Xénogreffes ............................................................................................................................................................................ 62 
Tumeurs spontanées et induites ........................................................................................................................................... 63 
Ethique................................................................................................................................................................................... 63 

3. Choix des modèles .............................................................................................................................. 63 

OBJECTIFS ET STRATEGIE ............................................................................................................ 65 

I. OBJECTIFS .................................................................................................................................................. 66 

II. STRATÉGIE ................................................................................................................................................. 66 

Sélection d’inhibiteurs d’intérêt .............................................................................................................. 66 
Etude des effets dans les cellules .............................................................................................................. 67 

RESULTATS ET DISCUSSION ......................................................................................................... 68 

I. CRIBLAGE IN VITRO DE COMPOSÉS DE SYNTHÈSE .................................................................................... 69 

1. Production et calibration des enzymes CDC25 ............................................................................... 69 
2. Evaluation du potentiel inhibiteur de composés d’intérêt ............................................................. 71 

Dérivés stéroïdiens ................................................................................................................................................................ 71 
Dérivés thiophéniques ........................................................................................................................................................... 72 
Dérivés coumariniques .......................................................................................................................................................... 73 
Dérivés imidazoles ................................................................................................................................................................. 76 
Dérivés coumariniques polysoufrés ....................................................................................................................................... 76 
Dérivés coumariniques-quinonoïques ................................................................................................................................... 78 

3. Etude des propriétés d’inhibition du composé SV37...................................................................... 81 
Evaluation du mode de fixation ............................................................................................................................................. 83 
Evaluation du type d’inhibition .............................................................................................................................................. 87 

II. ETUDE DES EFFETS DU COMPOSÉ SV37 SUR LES CELLULES TUMORALES ET NON TUMORALES ........... 91 

1. Evaluation du caractère cytostatique/cytotoxique .......................................................................... 91 
2. Analyse du cycle cellulaire dans la lignée MCF-7........................................................................... 95 
3. Evaluation des méthodes de synchronisation cellulaire ................................................................. 96 
4. Analyse de la mort cellulaire dans la lignée MDA-MB-231 ......................................................... 100 
5. Evaluation de la génération d’Espèces Réactives de l’Oxygène : ERO ...................................... 102 
6. Etude des dommages à l’ADN ........................................................................................................ 105 
7. Evaluation du statut CDK/pCDK dans les lignées MDA-MB-231 .............................................. 107 
8. Conclusion sur les effets intracellulaires ....................................................................................... 109 



CONCLUSION ET PERSPECTIVES .............................................................................................. 111 

MATERIEL ET METHODES .......................................................................................................... 116 

I. ETUDE IN VITRO SUR LES PROTÉINES RECOMBINANTES ........................................................................ 117 

1. Expression et purification des protéines recombinantes GST-CDC25 ....................................... 117 
Vecteur plasmidique ............................................................................................................................................................ 117 
Préparation des cellules compétentes et transformation bactérienne ............................................................................... 118 
Production et extraction des protéines GST-CDC25 ............................................................................................................ 119 
Purification des protéines GST-CDC25 ................................................................................................................................. 119 

2. Mesure de l’activité phosphatase in vitro ...................................................................................... 120 
3. Evaluation du type d’inhibiteur ..................................................................................................... 121 

II. CULTURE CELLULAIRE ............................................................................................................................ 123 

1. Lignées cellulaires ............................................................................................................................ 123 
2. Milieux de culture ............................................................................................................................ 123 
3. Entretien des lignées, incubation, traitements. ............................................................................. 124 

III. ETUDE DE LA VIABILITÉ CELLULAIRE .................................................................................................... 126 

1. Test de croissance au MTT ............................................................................................................. 126 
2. Etude du caractère cytotoxique/cytostatique d’un traitement .................................................... 127 
3. Observation de la croissance cellulaire, suivi temps réel en microscopie ................................... 127 

IV. ANALYSE DU CYCLE CELLULAIRE PAR CYTOMÉTRIE EN FLUX ............................................................ 128 

V. EVALUATION DU STRESS OXYDANT PAR CYTOMÉTRIE EN FLUX .......................................................... 129 

1. Analyse de la génération d’espèces réactives de l’oxygène .......................................................... 129 
2. Analyse de la génération d’espèces réactives nitrées .................................................................... 130 

VI. ANALYSES PAR WESTERN BLOTTING ........................................................................................................ 131 

1. Préparation des lysats cellulaires ................................................................................................... 131 
2. Electrophorèse en conditions dénaturantes, SDS-Page ................................................................ 131 
3. Immunoblotting ............................................................................................................................... 131 
4. Liste, références et conditions d’utilisation des anticorps ........................................................... 132 

BIBLIOGRAPHIE .................................................................................................................................. I 

ANNEXES............................................................................................................................................... A 



 

 

Liste des abréviations 

 
ADN Acide désoxyribonucléique 

APC/C Anaphase Promoting Complex/Cyclosome 

ARN Acide ribonucléique 

ARNm Acide ribonucléique messager 

ATF3 Activating Transcription Factor 3 

ATM Ataxia Telangiectasa Mutated 

ATR ATM/Rad3 Related 

CAK CDK Activating Kinase 

CamK2 Calcium/Calmodulin-dependent protein kinase II 

CDC25 Cell Division Cycle 25 

CDH Cadhérine-1 

CDK Cyclin Dependent Kinase 

CHK1/CHK2 Checkpoint Kinase 1/2 

CI50 Concentration Inhibitrice 50 

CIP/KIP CDK Interacting Protein / Kinase Inhibitory Protein 

CLARA Cancéropôle Lyon Auvergne Rhône-Alpes 

C-Myc Proto oncogène Myélocytose 

C-TAK1 CDC25C associated protein kinase 1 

Cul1 Culline 1 

DP Facteur de transcription DP 

DSG Motif acide aspartique (D), sérine (S) et glycine (G) 

Dub3 Enzyme de désubiquitination 3 

E1A Oncogène viral E1A 

E2F Facteur de transcription E2F 

E6 Oncogène viral E6 

E7 Oncogène viral E7 

EGR Récepteur aux œstrogènes 

ERO Espèces Réactives de l'Oxygène 

GSK3β Glycogen synthase kinase 3 beta 

GTPase Guanosine Triphosphatase 

H1 Histone 1 

HER2/neu Proto oncogène Human Epidermal growth factor Receptor 2 

HRAS Oncogène Harvey Rat Sarcoma 

INCa Institut National du Cancer 

INK4 Inhibitor kinase 4 

INSERM Institut National de la Santé Et de la Recherche Médicale 

KEN Motif lysine (K), acide glutamique (E) et asparagine (N) 

MALDI–TOFMS Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization–Time-Of-Flight Mass Spectrometry  

MAPK Mitogen activated protein kinase 

MAX Myc associated factor X 



 

MMTV-c-neu Mouse Mammary Tumor Virus - neuroglioblastome oncogene 

MMTV-v-Ha-Ras Mouse Mammary Tumor Virus - Harvey Rat Sarcoma oncogene 

MT3 Facteur de croissance Métallothionéine 3 

Myt1 Facteur de transcription Myéline 1 

NES Signal d’Exportation Nucléaire 

NLS Signal de Localisation Nucléaire 

OMS Organisation Mondiale de la Santé 

PGR Récepteur à la progestérone 

PIKK Phosphatidylinositol-3-kinase related kinase 

PLK Polo Kinase 

pRB Protéine du Rétinoblastome 

PTP Protéine Tyrosine Phosphatase 

Rad3 Gène de réparation de l'ADN 3 

Ran-GTP Ras related nuclear protein 

Roc1 Aussi appelé RBX1 : RING-box protein 1 

SCFβTRCP Skp1/Cullin/F-box β transducin repeat-containing protein 

Skp1 S-phase kinase-associated protein 1 

SV40 Cellules de cornéennes humaines immortalisées 

UV Ultra-Violet 

VCR-Res Cellules d’adénocarcinome mammaire humain résistantes à la vincristine 

Wee1 Mitose inhibitor protein kinase  

 



 

 

 

 

 

 

 

CONTEXTE SCIENTIFIQUE 
- 

Etude bibliographique 

  



CONTEXTE SCIENTIFIQUE - Introduction  

 

-2- 

 

I. Introduction 

1. Le cancer 

Véritable enjeu de santé publique, le cancer est l’une des premières causes de mortalité dans 

les pays développés. Ainsi, chaque année en Europe, plus de 2 450 000 nouveaux cas sont 

dépistés et plus de 1 230 000 personnes en meurent. Le cancer constitue la seconde cause de 

mortalité après les maladies cardiovasculaires, au Luxembourg comme en France où le cancer 

représente environ 25 à 30% des décès (Weber et al. 2010 ; Rapport de l’Institut National de 

la Santé et de la Recherche Médiale (INSERM) et du Centre d'épidémiologie sur les causes 

médicales de décès (CépiDC) 2009). 

En France, le plan cancer 2009-2013 a mis l’accent sur la recherche et l’innovation, sur 

l’accompagnement des malades et sur la réduction des inégalités de santé face au cancer. 

L’impulsion financière donnée au niveau Européen et mondial a permis une augmentation du 

nombre de patients inclus dans les essais cliniques en cancérologie (plus de 50% en 2011 en 

comparaison avec 2008), ainsi qu’une augmentation importante de la production scientifique 

ces dernières années. Ainsi, les publications mondiales sur le cancer ont progressé de 70% 

entre 2001 et 2009 (près de 45% en France entre 2003 et 2010). Parallèlement, les 

collaborations scientifiques Françaises à l’international (quantifiées par le nombre de co-

publications internationales) ont été augmentées de 27%, une valeur comparable à celle du 

Royaume Uni (28%) mais inférieure à celle de l’Allemagne (45%) entre 2001 et 2009. 

Ces efforts ont mené à de nombreux progrès au cours de cette dernière décennie. Ils se sont 

notamment traduits par une diminution constante de la mortalité résultant des cancers, et ce, 

grâce à un dépistage et à une prise en charge beaucoup plus précoce du patient. Toutefois, les 

progrès réalisés restent insuffisants comme en témoigne la hausse régulière de l’incidence des 

cancers (Fig. 1), et ces efforts doivent être non seulement poursuivis mais encore amplifiés. 
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Fig. 1. Evolution de l’incidence et de la mortalité des cancers.  Taux Standardisé Monde, estimé chez l’homme 

et la femme, de 1980 à 2008 et projections pour l’année 2011. Le Taux Standardisé correspond à la valeur qui 

serait observée dans la population d’étude si elle avait la même structure d’âge que la population de référence 

définie par l’OMS (la population mondiale dans ce cas). Cette méthode de calcul permet la comparaison 

d’indicateurs observés dans différentes conditions (pyramides des âges différentes). Rapport de l’Institut 

National du Cancer (INCa) 2011. 

Le cancer du sein 

A l'échelle mondiale, le cancer du sein est la première cause de mortalité par cancer chez la 

femme et la troisième cause de mortalité par cancer en général, les deux autres étant le cancer 

du poumon et celui du colon. Ainsi, le cancer du sein représente 30% des cancers déclarés par 

an chez la femme. D’après les interpolations statistiques, au moins une femme sur dix 

développera un cancer du sein au cours de sa vie. De nombreuses inégalités d’incidence et de 

mortalité existent en Europe (Fig. 2). Ces disparités existent généralement entre les pays du 

nord et de l’ouest et ceux de l’est et du sud, ces derniers ayant des incidences deux fois 

moindres tandis que les taux de mortalité sont à peu près équivalents pour tous les pays. Ces 

chiffres suggèrent une meilleure prise en charge des soins dans les pays du nord et de l’ouest, 

illustrée par ces deux extrêmes : 40% de mortalité en Grèce, 20% en Belgique. 
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Fig. 2. Estimation de l’incidence et de la mortalité pour le cancer du sein en Europe en 2008. Taux 

Standardisé Europe (cf. légende Fig.1.), estimé chez l’homme et la femme. Données du Centre International de 

la Recherche sur le Cancer (CLARA, OMS) et de l’Observatoire Européen du Cancer. 

L’influence de l’âge des patients sur le développement et le traitement d’un cancer du sein est 

importante comme l’illustrent les taux d’incidence et de mortalité en fonction des âges (Fig. 

3). Le taux d'incidence est important entre 49 et 84 ans, il atteint son maximum chez les 

patients âgés de 65 à 74 ans. La mortalité augmente progressivement avec l’âge, soulignant 

l’importance d’un dépistage le plus précoce possible. 

 
Fig. 3. Incidence et mortalité du cancer du sein en France en 2011 en fonction de l'âge des patients. Taux 

spécifique pour 100 000 personnes. Le Taux Standardisé correspond à la population étudiée (les cas d’incidence 

et de mortalité), rapportée à la population générale (ici, la population Française). Données du centre 

Francim/Hospices civils de Lyon/INCa/Inserm/InVS 2011(Rapport de l’Institut National du Cancer (INCa) 

2011). 

L’Organisation Mondiale de la Santé a répertorié plus d’une centaine de types et de sous types 

de cancer du sein principalement classifiés selon leur origine (tubulaire, lobulaire, mucineux, 

etc.) et leur phénotype hormonal (présence ou absence de récepteurs aux œstrogènes et à la 
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progestérone). Chacun d’entre eux possède des caractéristiques particulières et des réactions 

différentes aux traitements appliqués. Les outils dont dispose actuellement la médecine, tant 

pour la prévention que le traitement, sont loin d’être efficaces dans la mesure où il n’existe 

pas de thérapie consensuelle. Il apparaît donc indispensable de développer de nouvelles 

approches thérapeutiques pour le traitement de ces différents types de cancer du sein dans le 

but de personnaliser le traitement des patients en fonction de leur constitution génétique. 

2. Cancérogenèse 

Le cancer est une pathologie qui se caractérise par la présence de cellules anormales, formant 

des tumeurs malignes. De nombreux cancers découlent d’anomalies liées à la régulation du 

cycle cellulaire qui induisent généralement une division anarchique et infinie de la cellule. Ce 

processus est appelé cancérogenèse. 

Une cellule d’un tissu non cancéreux exerce une coopération étroite avec l’ensemble des 

cellules de son environnement. Cette relation se traduit par des échanges de signaux et de 

substances qui permettent le bon agencement du tissu et qui assurent les fonctions spécifiques 

à chaque tissu. Les cellules cancéreuses s’affranchissent de ces coopérations en détournant les 

mécanismes de sécurité qui régissent le fonctionnement normal des cellules au sein d’un 

même tissu. Elles deviennent ainsi immortelles. 

L’acquisition de ce caractère immortel ne découle pas d’une unique mutation, mais d’une 

succession d’évènements mutagènes qui, petit à petit, conduiront au caractère cancéreux 

d’une ou plusieurs cellules. C’est un processus à long terme qui peut prendre plusieurs 

dizaines d’années au bout desquelles une cellule d’un tissu non cancéreux devient tumorale. 

La cancérogenèse peut être ordonnée en trois étapes principales : l’initiation, la promotion et 

la progression (Fig. 4). 

 

Fig. 4. Les différentes phases de la cancérogenèse.  Source : Centre François Baclesse, Centre de lutte contre 

le cancer de Basse-Normandie. 
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Initiation 

L’équilibre du cycle cellulaire est régi par deux types de gènes impliqués dans la 

cancérogenèse : les proto-oncogènes qui stimulent la division cellulaire et les anti-oncogènes 

qui inhibent la division cellulaire. Une mutation de ces gènes, activatrice d’un proto-oncogène 

ou inhibitrice d’un anti-oncogène, peut amener la cellule à se multiplier de manière 

anarchique et infinie, outrepassant les contrôles du cycle cellulaire. 

Au cours de la phase d’initiation, sous l’influence de stimuli endogènes ou exogènes de nature 

physique, chimique, génétique ou virale (agents cancérogènes, stress oxydant, U.V., 

radiations, virus, etc.), une cellule va subir une ou plusieurs mutations génétiques. Elle est dite 

« initiée », et cette acquisition est irréversible.  

Les cellules possèdent des mécanismes de contrôle et de régulation qui permettent de détecter 

et de réparer les lésions de l’ADN et les erreurs de réplication. Lorsque les lésions sont peu 

nombreuses, les mécanismes de réparation sont activés et les anomalies sont corrigées. Cette 

réparation implique notamment un système d’excision/réparation lorsque l’anomalie se situe 

sur un seul des deux brins (par exemple lors d’un mésappariement), ou encore un système de 

réparation par recombinaison lorsque l’altération est localisée sur les deux brins (par exemple 

lors des cassures de l’ADN). Toutefois, ces mécanismes ne sont plus induits lorsque le 

nombre de lésions est trop élevé. C’est alors la voie de mort cellulaire par apoptose qui est 

préférentiellement induite.  

Tant que ces deux systèmes de réparation et de mort cellulaire fonctionnent correctement, une 

cellule initiée peut encore être contrôlée. Toutefois, lorsque les mutations interviennent sur les 

gènes clés de ces mécanismes qui assurent la transmission d’un matériel génétique sain, la 

cellule peut outrepasser les différents contrôles et continuer son cycle de vie. Elle transmettra 

ainsi à sa descendance la ou les mutations critiques. 

Promotion 

Au cours de l’étape de promotion, une cellule initiée va proliférer de manière autonome, 

formant un clone de cellules porteuses des mêmes mutations et ainsi, une lésion 

précancéreuse. L’expansion clonale progresse rapidement sous l’influence de promoteurs 

tumoraux (cytokines, facteurs de croissance, hormones, etc. Dranoff 2004), qui stimulent la 
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prolifération et altèrent les communications intercellulaires. Cette influence est toutefois 

réversible, à la différence de l’initiation résultant de stimuli qui altèrent de manière définitive 

le patrimoine génétique des cellules et de leur descendance. Lors de la promotion, les cellules 

deviennent sourdes aux signaux d’inhibition de contact émis par les cellules normales des 

tissus environnants, qui permettent normalement d’induire un arrêt de la mitose. Elles 

adoptent des caractéristiques de mobilité accrue et de moindre cohésion intercellulaire.  

Par ailleurs, la prolifération rapide des cellules favorise l’apparition de nouvelles mutations 

spontanées. Ces nouvelles cellules sont aussi susceptibles de subir les stimuli endogènes déjà 

impliqués dans l’étape d’initiation. Les mutations s’accumulent et accentuent ainsi les 

caractéristiques tumorales de la cellule 

A ce stade, les cellules pré-tumorales ont donc acquis plusieurs caractéristiques les rendant 

autonomes vis-à-vis des cellules normales environnantes. Elles échappent ainsi au contrôle 

tissulaire et peuvent se multiplier pour former une tumeur.  

Progression 

La cellule initiée, devenue indépendante vis-à-vis des signaux de contrôle de croissance, va 

envahir les tissus environnants et croître pour former une tumeur. Les cellules tumorales 

émettent des signaux angiogéniques qui permettent aux cellules constitutives des vaisseaux 

sanguins de générer des ramifications à proximité de la tumeur pour l’irriguer et permettre son 

développement (Carmeliet & Jain 2000). Une protéolyse du tissu local sain va permettre une 

migration des cellules tumorales et l’envahissement local. A ce stade, la tumeur devient 

détectable. Au cours de cette étape et comme pour les précédentes, les cellules continuent 

d’acquérir de nombreuses mutations qui développent leur tumorigénicité.  

Les cellules acquièrent ainsi des propriétés d'invasion, d'anaplasie et voient leur taux de 

croissance augmenter, progressant ainsi vers des degrés plus élevés de malignité. La 

migration d'une ou plusieurs cellules cancéreuses dans la circulation sanguine ou lymphatique 

est rendue possible suite à la rupture protéolytique de la membrane basale qui sous-tend les 

cellules épithéliales et les cellules endothéliales. Ces cellules tumorales vont se fixer en divers 

endroit du réseau et par extravasation elles vont pénétrer les tissus des organes. La nidation 
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est ainsi initiée et elles peuvent reformer des tumeurs métastatiques après avoir transformé à 

nouveau leur environnement local (Fig. 5). La cascade métastatique est alors initiée. 

 

Fig. 5. Progression de la tumeur primitive vers la cascade métastatique (Méjean & Lebret 2008). 

3. Approches thérapeutiques 

Les approches thérapeutiques proposées pour le traitement du cancer ont pour vocation de 

détruire, de ralentir ou d’arrêter la croissance effrénée de la cellule tumorale. Ainsi, les 

thérapies ciblent les différentes phases de la cancérogenèse. Il existe différents types de 

traitements, chimiques ou physiques, qui agissent de manière locale ou systémique. Ils sont 

souvent associés entre eux pour lutter efficacement contre la tumeur. 

Chirurgie  

L’acte chirurgical, lorsqu’il est réalisable, permet d’extraire la tumeur. Il peut être 

accompagné de chimiothérapie ou de radiothérapie : ces traitements sont dit adjuvants (néo 
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adjuvants s’ils précèdent l’acte chirurgical). La chirurgie est un traitement local, qui permet 

un traitement de la tumeur in situ mais pas de ses métastases (Fig. 6).  

Dans le cas du cancer du sein, une chirurgie est pratiquée pour la majorité des cas. Il peut 

s’agir d’une tumorectomie simple, qui consiste à extraire la tumeur du sein ainsi qu’une 

marge de sécurité dans les tissus environnants. Cette méthode est appliquée lorsque la tumeur 

est de petite taille et que la dispersion dans les tissus est limitée (début de la phase de 

promotion dans la tumorigenèse). Elle est alors souvent suivie d’une chimiothérapie post-

opératoire. Lorsque la tumeur est de taille trop importante, qu’il existe plusieurs foyers 

tumoraux dans le sein, ou que son accès est impossible, une mastectomie partielle ou 

complète est pratiquée. Elle consiste en l’ablation d’une partie ou de la totalité du sein.  

 

Fig. 6. Représentation des différentes chirurgies pratiquées pour le traitement d’un cancer mammaire. Vue 

sagittale du sein. Adaptée de « The Gale Encyclopedia of cancer » (Thackery 2002). 

Une exploration des ganglions lymphatiques est généralement réalisée après chirurgie dans le 

but de vérifier la présence éventuelle de cellules cancéreuses dans les ganglions.  

Les effets secondaires de la chirurgie sont ceux présents après toute opération chirurgicale. 

Toutefois dans certains cas comme la mastectomie complète d’un sein, il est bien souvent 

nécessaire pour la patiente d’avoir un suivi psychologique et éventuellement une chirurgie 

reconstructrice. 
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Radiothérapie 

La radiothérapie est une technique qui fait appel aux rayonnements (rayons X ou gamma le 

plus souvent) pour tuer ou endommager les cellules cancéreuses en créant des dommages ou 

des aberrations de l’ADN (Fig. 7) de manière directe (ionisation) ou indirecte (génération 

d’espèces réactives de l’oxygène, ERO).  

 

Fig. 7. Principe de la radiothérapie.  Adapté d’un document de la « Canadian Nuclear Association », 2010. 

Bien que ciblés, ces rayons vont toucher les cellules tumorales et les cellules saines 

périphériques. Toutefois, les cellules cancéreuses ayant la propriété de se diviser beaucoup 

plus rapidement que les cellules normales et leurs mécanismes de réparation de l’ADN étant 

bien souvent moins efficaces, le traitement tuera plus aisément les cellules tumorales que les 

cellules normales.  

Pour certains cancers au stade précoce (ex. lymphomes Hodgkiniens, non-Hodgkiniens, 

certains cancers du cerveau ou de la prostate, …) ce traitement peut à lui seul suffire à traiter 

la tumeur. Pour les autres cas, un acte chirurgical ou un traitement chimiothérapeutique est 

généralement nécessaire. Les radiations peuvent s’appliquer de manière externe ou interne. 

L’application externe consiste à diriger un rayonnement vers la tumeur, à partir de l’extérieur 
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de l’organisme. L’application interne fait appel à l’implantation chirurgicale d’une source 

radioactive à proximité directe de la tumeur. 

La radiothérapie est donc un traitement local, au même titre que la chirurgie, à l’inverse de la 

chimiothérapie. Seule exception à cette règle, la radioimmunothérapie qui consiste en 

l’injection d’anticorps ciblant spécifiquement les cellules cancéreuses, et liés à un élément 

radioactif. Ce type de traitement est en développement et permettra de cibler les cellules 

cancéreuses sur plusieurs sites, et donc les métastases. 

Les effets secondaires de la radiothérapie sont nombreux et variés, il peut notamment s’agir 

d’anémie ou d’aplasie, de nausées et de vomissements, d’alopécie ou de brûlures de la peau. 

Le ratio bénéfice/risque est généralement positif pour le patient. Toutefois lorsque les cancers 

ne sont pas suffisamment sensibles aux radiations, une autre thérapie est alors envisagée. 

Chimiothérapie 

La chimiothérapie est un traitement systémique, il est administré dans l’organisme et sera 

capable d’atteindre les cellules cancéreuses en plusieurs endroits. Il permet donc d’atteindre 

aussi les éventuelles métastases. La chimiothérapie fait appel à des molécules capables de tuer 

ou stopper la croissance des cellules cancéreuses, en ciblant les mécanismes de leur 

développement (croissance, adhésion, invasion). Elle peut être employée pour ralentir la 

croissance d’une tumeur ou l’empêcher de produire des métastases. La thérapie néo-adjuvante 

est réalisée avant un acte chirurgical ou un traitement radiothérapeutique afin de diminuer la 

taille de la tumeur à extraire, ou de la sensibiliser aux radiations. La thérapie adjuvante, 

réalisée après une opération, permet de limiter le risque de récidive (Thackery 2002).  

Plus de deux cents molécules ont été référencées comme agents chimiothérapeutiques depuis 

les années 40 : les deux tiers d’entre elles sont des composés d’origine naturelle, le tiers 

restant est issu de la chimie de synthèse (Newman & Cragg 2012).  

Les molécules sont de classes diverses, incluant entre autres : 

- Les agents alkylants tels que le cyclophosphamide, qui est souvent utilisé en 

association avec d’autres composés pour traiter le cancer du sein, les lymphomes et 

d’autres tumeurs de l’enfant et de l’adulte ; 
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- Les dérivés du platine tels que le cisplatine, le carboplatine ou l’oxaliplatine ; 

- Les anti-métabolites, qui interfèrent avec la réplication de l’ADN, notamment le 5-

fluorouracile (5-FU), utilisés pour une grande variété de cancers (cancer du sein, 

leucémies, lymphomes, colorectaux, tête et cou, sarcomes osseux, etc.) ; 

- Les inhibiteurs de topoisomérase qui affectent la structure topologique de l’ADN. 

C’est le cas de l’étoposide et des anthracyclines comme la doxorubicine, l’épirubicine 

et l’idarubicine ;  

- Les composés affectant les microtubules et le fuseau mitotique tels que les alcaloïdes 

de Vinca (vincristine, vinblastine, vinoreline), les taxanes (paclitaxel, docetaxel) ou 

encore l’estramustine phosphate, un dérivé d’œstradiol et de moutarde azotée ; 

- Les inhibiteurs ou analogues d’hormones impliquées dans la croissance de certains 

cancers : le tamoxifène est par exemple utilisé pour les cancers du sein œstrogèno-

dépendants et la goséréline est employée pour traiter les cancers de la prostate ; 

Outre ces traitements chimiothérapeutiques classiques et hormonaux, il existe des traitements 

ciblés. Ils emploient généralement des anticorps monoclonaux ou des inhibiteurs qui ciblent 

spécifiquement des mécanismes impliqués dans la croissance, l’adhésion, la migration ou 

encore la différentiation des cellules. Ces thérapies permettent d’adapter le traitement en 

fonction des caractéristiques de la tumeur afin de permettre une médecine personnalisée pour 

chaque patient. Par exemple, pour le cancer du sein le trastuzumab est employé pour bloquer 

le récepteur HER2/neu qui est spécifique des facteurs de croissance épidermiques, lesquels 

sont surexprimés dans certains types de tumeurs. Des inhibiteurs de la protéine mTOR 

peuvent aussi être employés (ex. everolimus) pour limiter la croissance, la prolifération, la 

motilité et la survie des cellules. Les inhibiteurs du facteur de croissance de l’endothélium 

vasculaire (VEGF) font aussi partie de ces traitements, ils entravent la néo-angiogenèse qui 

permet la vascularisation de la tumeur (ex. bevacizumab).  

Les molécules employées peuvent être combinées afin de maximiser l’efficacité du traitement  

en agissant simultanément sur deux ou trois cibles dans la cellule cancéreuse. 

Les effets secondaires des traitements chimiothérapeutiques sont nombreux. Ces traitements 

ciblent préférentiellement les mécanismes de croissance des cellules et donc, l’ensemble des 

cellules à croissance rapide sont affectées. C’est le cas des cellules de la moelle osseuse, de 

l’estomac, de l’intestin et des follicules pileux. Comme pour la radiothérapie, des nausées, une 
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anémie/aplasie et une chute massive des cheveux peuvent être observées. Outre ces effets 

secondaires, certaines molécules ont des toxicités particulières vis-à-vis de certains tissus et 

organes. Par exemple, le tamoxifène provoque dans certains cas une hépatotoxicité sévère 

(Elefsiniotis et al. 2004), la doxorubicine est quant à elle cardiotoxique (Shi et al. 2011). Pour 

contrebalancer ces effets, une thérapeutique particulière peut être mise en place, comme par 

exemple l’administration simultanée de molécules cardioprotectrices telle que la dexrazoxane 

lors d’un traitement par la doxorubicine (Lipshultz et al. 2004)). 

Choix thérapeutique 

Cet arsenal thérapeutique en développement depuis plusieurs dizaines d’années permet donc 

de faire face à l’hétérogénéité des cancers et contribue largement à la réduction de la mortalité 

liée aux cancers. Le choix de la thérapeutique à appliquer repose sur de nombreux critères 

cliniques relatifs au patient (âge, antécédents médicaux, etc.) et à la tumeur (localisation, 

taille, dissémination locale, grade, présence de métastases, etc.). Ces critères sont complétés 

par des analyses plus poussées qui font appel à plusieurs outils tels que l’imagerie médicale, 

la génomique, l’étude génétique/épigénétique ou encore la protéomique (Fig. 8).  

 

Fig. 8. Algorithme décisionnel global pour la prise en charge thérapeutique du patient (D’Hondt et al. 2008) 
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Il existe plusieurs dizaines de sous types de cancer du sein, chacun possédant des 

caractéristiques génétiques et phénotypiques particulières, et étant donc susceptibles de 

répondre différemment aux traitements. Chaque tumeur possède donc des biomarqueurs 

moléculaires qui la caractérisent. L’inhibition de la prolifération cellulaire seule est donc 

insuffisante, le développement de thérapies ciblées sur ces biomarqueurs est nécessaire.  

Ces marqueurs peuvent être relatifs au risque de récidive post-traitement (marqueur 

pronostique) ou relatifs à la réponse attendue vis-à-vis d’une thérapeutique donnée (marqueur 

prédictif), c’est le cas par exemple des récepteurs aux œstrogènes et à la progestérone (ER et 

PR), à certains facteurs de croissance épidermiques (HER2), ou encore l’expression de 

l’antigène Ki67 (marqueur de la prolifération cellulaire). Ils permettent de mieux cibler le 

traitement du cancer du sein. L’étude de marqueurs moléculaire a permis de définir 

différentes classes de cancers du sein dont les principaux sont définis ainsi :  

- Luminal A, présentant un phénotype ER+ ou PR+ et HER2-, faible expression de Ki67 ; 

- Luminal B, présentant un phénotype ER+ ou PR+ et HER2+/-, forte expression de Ki67 ; 

- Basal like, aussi appelé triple négatif, présentant un phénotype ER- PR- et HER2-, forte 

expression de Ki67 ; 

- HER2+, présentant un phénotype ER- PR- et HER2+, forte expression de Ki67. 

En considérant ces marqueurs on peut prédire que l’utilisation de chimiothérapies basées sur 

les inhibiteurs hormonaux s’avèrera inefficace sur un cancer triple négatif. Le traitement 

personnalisé des tumeurs ou thérapie ciblée est donc une nécessité. De nombreuses équipes de 

recherche travaillent déjà sur la mise au point d’autres marqueurs particuliers de certaines 

tumeurs (Weigel & Dowsett 2010). L’analyse de ces marqueurs permettra d’appliquer un 

traitement sur mesure, en fonction de la tumeur présente, d’éviter ainsi des traitements lourds 

qui seront définis par avance comme inefficaces, et d’en privilégier d’autres qui auront toutes 

les chances d’agir efficacement. 

Nouvelles cibles, nouveaux agents chimiothérapeutiques 

Grâce à la caractérisation de nouveaux biomarqueurs, de nouvelles cibles thérapeutiques 

potentielles sont aussi étudiées. Elles sont liées aux mécanismes de la cancérogenèse : 

résistance à la mort cellulaire, contournement des systèmes de contrôle de la croissance, 
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facteur favorisant l’invasion et l’établissement de métastases, angiogenèse, etc. (Hanahan & 

Weinberg 2011). Ces études permettent de mettre au point de nouvelles molécules 

chimiothérapeutiques capables de contourner certaines résistances aux traitements déjà 

existants, d’être plus efficaces que les traitements standard ou simplement d’être moins 

toxiques vis-à-vis des cellules saines. Ainsi, les nombreuses protéines impliquées dans la 

régulation du cycle cellulaires sont autant de cibles potentielles. Certaines sont impliquées 

dans le processus de cancérogenèse, ou dans le processus d’acquisition de résistances vis-à-

vis des traitements (Schwartz & Shah 2005 ; Deep & Agarwal 2008). Les kinases dépendantes 

des cyclines (CDK, Cyclin dependant kinases), les phosphatases CDC25 (Cell division cycle 

25) ou encore les Checkpoint Kinases (CHK1 et CHK2) sont parmi les cibles étudiées 

(Raymond 2008). 
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II. Le cycle cellulaire  

1. Organisation 

Le cycle cellulaire est le mécanisme par lequel une cellule mère va se diviser en deux cellules 

filles identiques. Ce cycle est d’une durée variable qui dépend du type cellulaire, cette durée 

est généralement comprise entre 10 et 24 heures pour les cellules eucaryotes. 

La majorité des cellules de l’organisme se trouvent dans un état quiescent, elles ne se divisent 

pas (phase G0, Gap 0). Le processus de division cellulaire peut être initié sous l’influence de 

signaux mitogènes, ces signaux vont induire une stimulation des gènes essentiels pour l’entrée 

en division (ex. gènes des cyclines et des CDK). L’interphase est la phase du cycle pendant 

laquelle la cellule se prépare à la division, elle peut être subdivisée en trois sous phases G1 

(Gap 1), S (Synthèse) et G2 (Gap 2). La phase M (Mitose) termine ce cycle et donne naissance 

à deux cellules filles identiques (Fig. 9).  

- Le cycle cellulaire est amorcé en phase G1, les cellules entament leur division de 

manière irréversible et préparent la phase S. Lors de la transition G1/S l’assemblage 

d’un complexe préréplicatif est réalisé. De nombreuses protéines et complexes 

protéiques vont venir se fixer à cet assemblage (cf. paragraphe sur la progression en 

phase G1 ci-après, et Fig. 11). 

- La réplication de l’ADN va ainsi être initiée, et au cours de la phase S, l’ADN 

polymérase répliquera le matériel génétique. La cellule obtiendra en finalité des 

chromosomes dupliqués, qui suffisent pour deux cellules filles.  

- La phase G2 précède la phase S. Bien que son rôle exact ne soit pas parfaitement 

connu, elle est marquée par l’initiation de la condensation des chromosomes et la 

formation du complexe CDK1-cycline B. 

- Au cours de la phase M, les différents éléments de la cellule vont s’organiser et la 

cellule va se diviser. Cette phase peut être subdivisée en cinq grandes parties, 

principalement liées à la morphologie de l’enveloppe nucléaire et des chromosomes : 

La prophase constitue le moment où les chromosomes ont fini de se condenser et où 

l’enveloppe nucléaire se rompt. La prométaphase marque la formation du fuseau 

mitotique auquel les chromosomes vont s’attacher. Ces derniers vont s’aligner au 

cours de la métaphase et se disjoindre en anaphase. Ils finissent ensuite par migrer vers 
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chaque pôle de la cellule en télophase, puis ils se décondensent. En fin de phase M, un 

anneau contractile va se former au niveau équatorial du fuseau de division. Son 

resserrement va induire l’individualisation des deux cellules, c’est la cytokinèse. 

  

Fig. 9. Vue générale du cycle cellulaire. Adapté de Meijer 2006. 

Ce mécanisme complexe qui comprend plusieurs étapes, est hautement régulé. Il implique de 

très nombreuses protéines qui assurent son bon déroulement. 

2. Régulation et progression 

Complexes CDK/cyclines 

Les mécanismes de contrôle et de régulation du cycle cellulaire impliquent différentes 

enzymes dont l’intérêt n’est plus à prouver en oncologie en tant que cibles ou marqueurs. Le 

contrôle des transitions entre les différentes phases du cycle requiert une famille particulière 

de protéines : les Cyclin Dependent kinases (CDK). Le bon fonctionnement de ces kinases 

assure le déclenchement et le déroulement harmonieux des différentes phases du cycle. Ces 

enzymes sont actives lorsqu’elles sont complexées avec les cyclines qui sont leurs sous-unités 

régulatrices.  

Les CDKs peuvent être régulées de différentes manières. Un assemblage transitoire avec les 

cyclines, dont la répartition varie en fonction des phases du cycle, permet une activation de 

l’un ou l’autre des complexes en ces différentes phases. Une régulation via l’inhibition de 



CONTEXTE SCIENTIFIQUE - Le cycle cellulaire  

 

-18- 

 

l’assemblage des sous-unités cyclines aux CDK est assurée par association transitoire des 

CDK avec divers inhibiteurs (Fig. 10). Les deux familles principales sont les inhibiteurs des 

kinases cyclines dépendantes 4 (INK4 : p15, p16, p18 et p19) et les protéines inhibitrices de 

CDK (CIP/KIP : p21, p27 et p57). La famille INK4 se lie spécifiquement aux monomères de 

CDK4 et CDK6, empêchant ainsi leur liaison aux sous unité cyclines ; tandis que la famille 

CIP/KIP inhibe généralement l’activité kinase en se liant aux complexes CDK/cycline formés. 

Outre ces deux mécanismes, une partie importante de la régulation passe par des réactions de 

phosphorylation/déphosphorylation qui induisent l’activation ou l’inactivation des CDK 

(Russell & Nurse 1986) : 

- L’inhibition des CDK est assurée par les kinases Wee1/Myt1 qui phosphorylent deux 

résidus thréonine 14 et tyrosine 15 situées dans le site actif des CDK ; 

- L’activation des CDK résulte de la phosphorylation d’un résidu thréonine par la kinase 

CAK (Cyclin Activating Kinase) et de la déphosphorylation des deux résidus du site 

actif par une famille de phosphatases à double spécificité : les phosphatases CDC25 

(Fauman & Saper 1996).  

 

Fig. 10. Modes de régulation de l’activité des complexes CDK/cyclines, expression des cyclines. Intervention et 

régulation des complexes CDK/cyclines au cours du cycle cellulaire (A). Expression des cycline au cours des 

différentes phases du cycle (B). Adaptés de Schwartz & Shah 2005 ; Boutros et al. 2006 ; Hochegger et al. 2008. 
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Transition G0/G1 

La stimulation d’une cellule quiescente par des facteurs mitogènes, va activer la transcription 

de gènes impliqués dans l’initiation du cycle cellulaire. C’est le cas du gène codant le facteur 

de transcription c-myc. MYC va s’associer à la protéine MAX sous forme d’un dimère 

capable d’activer la transcription de très nombreux gènes, notamment ceux qui codent les 

Cyclines D et E, CDK4, E2F ainsi que CDC25A. Le cycle peut démarrer lorsque les acteurs 

impliqués dans la phase G1 sont présents en quantité suffisante. 

Progression en phase G1, transition G1/S 

Au début de la phase G1, les complexes CDK4/6-cycline D vont progressivement être activés. 

A leur tour ils vont phosphoryler la protéine pRB (protéine du Rétinoblastome) chargée de 

libérer des facteurs de transcription. Ces facteurs E2F/DP vont induire l’expression des gènes 

qui codent les protéines impliquées dans la phase S (Cyclines E et A, CDK2, CDC25A, E2F). 

Ce processus est ensuite soumis à une boucle d’autoamplification : la phosphorylation de pRB 

par le complexe CDK2-cycline E va permettre une accumulation de CDC25A qui à son tour 

va réactiver le complexe CDK2-Cycline E. Par ailleurs, ce même complexe est capable de 

phosphoryler p27, l’un de ses inhibiteurs, et d’induire ainsi sa dégradation par le protéasome. 

Cette autoamplification permet un recrutement suffisant de complexes CDK2-cycline E, les 

signaux mitotiques ne sont alors plus indispensables, le cycle est engagé de manière 

irréversible (point de restriction) et entame la phase S (Fig. 11). 

Phase S 

La réplication de l’ADN est contrôlée par le complexe CDK2/Cycline A. Les complexes 

CDK4/6-cycline D sont ubiquitinylées puis dégradées par le protéasome. L’ADN polymérase 

et l’histone H1 vont être activées par une phosphorylation assurée par le complexe 

CDK2/Cycline A. L’histone H1 va ainsi permettre la condensation des chromosomes et 

l’ADN polymérase initiera la réplication. En parallèle de ce doublement du matériel 

génétique, le centrosome va lui aussi être dupliqué. Ce centre organisateur des microtubules 

permettra la mise en place du fuseau mitotique. La fin de la phase S est marquée par 

l’inhibition des facteurs de transcription E2F/DP, phosphorylés par le complexe 

CDK2/cycline A. 
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Fig. 11. Régulation de la progression en phase G1 et de la transition G1/S. Adapté de Schwartz & Shah 2005. 

Progression en phase G2, transition G2/M 

Une fois son matériel génétique dupliqué, la cellule va se préparer à l’entrée en mitose au 

cours de la phase G2. Certains évènements de cette phase restent relativement méconnus. Les 

complexes CDK1-Cycline A sont actifs mais leur rôle n’est pas bien connu. Les cyclines B 

sont progressivement synthétisées, et les complexes CDK1-Cycline B s’accumulent. Ces 

derniers seront activés de manière soudaine juste avant l’entrée en phase M. Cette activation 

résultera d’une phosphorylation par CAK, d’une dégradation des inhibiteurs WEE1/MYT1 et 

de la déphosphorylation par les CDC25 B et C actives. Une boucle d’autoamplification, 

activant les CDC25 et inhibant les inhibiteurs WEE1 et MYT1, va permettre une 

augmentation importante de la quantité de complexes CDK1-Cycline B. L’entrée en mitose 

est ainsi déclenchée (Fig. 12). 
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Fig. 12. Activation des complexes CDK1/Cycline B lors de la transition G2/M. Adapté de Boutros et al. 2007 et 

Meijer 2006 

Mitose 

Les complexes CDK1-Cycline B massivement activés vont déclencher de multiples 

évènements. Ils vont notamment phosphoryler : 

- La condensine et les histones H1 et H3, impliqués dans la condensation des 

chromosomes ;  

- Les lamines impliquées dans la désorganisation de l’enveloppe nucléaire ;  

- Les protéines d’assemblage du fuseau mitotique associées aux microtubules (MAP) ;  

- De nombreuses protéines liées à l’attachement des chromosomes au fuseau mitotique, 

à la réorganisation du réticulum endoplasmique et de l’appareil de Golgi, etc. 

Finalement, le complexe CDK1-Cycline B va phosphoryler le complexe APC/C (Anaphase 

Promoting Complex/Cyclosome) notamment chargée de dégrader les cyclines B. La cellule 

pourra ainsi terminer sa mitose et donner deux cellules identiques après la cytokinèse. 
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3. Points de contrôle et dommages à l’ADN 

Les cellules eucaryotes possèdent un système de points de contrôles « checkpoints » qui 

permettent de retarder ou d’empêcher la progression dans la phase suivante du cycle cellulaire 

en cas de nécessité. Chacune des étapes du cycle cellulaire est soumise à ces « checkpoints » 

chargés de contrôler l’intégrité génétique. Ces points de contrôle sont activés lors de 

l’apparition de dommages à l’ADN ou de mésappariements au cours de la réplication. Ils 

induisent un arrêt du cycle cellulaire et permettent à la cellule d’enclencher des mécanismes 

de réparation ou de s’engager vers les voies de mort cellulaire en cas de dommages trop 

importants.  

Les point de contrôles interviennent donc aux moments clés du cycle cellulaire, 

principalement lors des transitions G1/S et G2/M. 

Plusieurs voies de signalisation permettent ainsi l’arrêt de la progression dans le cycle, ils 

impliquent des transducteurs du signal tels que ceux de la famille PIKK (Phosphatidyl 

Inositol 3-Kinase related Kinases) : ATM (Ataxia Telangiectasa Mutated) et ATR 

(ATM/Rad3 Related). Il existe également une voie qui fait intervenir la kinase p38. 

Checkpoint G1/S 

Le checkpoint de la transition G1/S a pour vocation de prévenir une réplication d’un brin 

d’ADN endommagé. Son activation conduit à l’activation des kinases ATM et ATR qui 

phosphorylent les kinases CHK1 et CHK2 (Checkpoint Kinases). Cette activation va 

permettre une induction d’enzymes impliquées dans la réparation de l’ADN, et l’activation de 

plusieurs voies de signalisation responsable de l’arrêt du cycle cellulaire (Hoffmann & 

Karsenti 1994). 

Dans un premier temps, l’activation de CHK2 va induire une dégradation des CDC25A et/ou 

leur séquestration dans le cytoplasme, ainsi qu’une activation des kinases WEE1. L’activation 

de la voie p38 va permettre l’intervention de la kinase MAPKAP-2 qui est capable de 

phosphoryler et d’induire la protéolyse des phosphatases CDC25. Cette inhibition va induire 

une régulation négative des CDK2 qui ne seront plus déphosphorylées et donc un arrêt de la 

progression dans le cycle. Cet arrêt intervient en 30 minutes et se prolonge pendant quelques 

heures seulement. Dans un second temps des modifications transcriptionnelles liées à p53 
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interviennent. Ce facteur de transcription va être stabilisé en réponse aux dommages à l’ADN, 

notamment par une phosphorylation induite par les kinases ATM/ATR et/ou CHK1/CHK2. 

p53 va ainsi induire la transcription de plusieurs gènes impliqués dans l’arrêt du cycle 

cellulaire, dans le déclenchement de l’apoptose ou dans la réparation de l’ADN. p53 va, par 

exemple, induire la transcription de p21, un inhibiteur des complexes CDK/Cyclines.  

Checkpoint G2/M 

Le checkpoint de la transition G2/M prévient le déclenchement de la mitose dans ce cas où la 

réplication n’est pas achevée où que l’ADN comporte des erreurs ou des lésions. Les 

mécanismes mis en jeu sont les mêmes que ceux impliqués dans le checkpoint G1/S. 

L’activation de la cascade ATM/ATR et CHK1/CHK2, conduit à l’inactivation des 

phosphatases CDC25 B et C, également dégradées et/ou séquestrées suite à leur 

phosphorylation via la voie p38/MAPK (Fig. 13). La voie p53 induit elle aussi l’inhibition des 

complexes CDK1/Cycline B et ainsi le blocage du cycle cellulaire. 

Checkpoint M : Transition métaphase/anaphase 

Ce point de contrôle intervient au cours de la phase M, au moment où les chromosomes 

s’attachent au fuseau mitotique. Il est chargé de vérifier cette fixation, indispensable au 

déclenchement de l’anaphase. Lorsque l’attachement des chromosomes est déficient ou 

absent, le complexe APC n’est plus activé, les protéines qui empêchent la séparation des 

chromatides sœurs sont maintenues en place et empêchent la ségrégation des chromosomes. 

 

Fig. 13. Contrôle des phosphatases CDC25 par les voies ATR/ATM en cas de dommages à l’ADN. Adapté de 

Rudolph 2007. 
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Considérant les mécanismes régulant le cycle cellulaire et de leur implication dans la 

cancérogenèse, il apparaît clairement que de nombreuses protéines impliquées dans le cycle 

cellulaire peuvent être ciblées (Voir Fig. 14 pour des exemples de cibles avec des inhibiteurs 

correspondants). La plupart des traitements anticancéreux agissent sur une ou plusieurs des 

cibles du cycle cellulaire. 

 

Fig. 14. Quelques cibles et molécules à potentiel thérapeutique. Adapté de Meijer 2006. 
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III. Les phosphatases CDC25 

Les phosphatases CDC25, enzymes clés de la régulation des complexes CDK-Cyclines sont 

donc des cibles thérapeutiques potentielles. 

1. Structure 

Les CDC25 sont des protéines ubiquitaires, il en existe trois isoformes chez l’Homme : A, B 

et C (Fig. 15). Chacune des isoformes comprend différents variants qui peuvent être générés 

par un épissage alternatif des trois gènes qui codent les CDC25. Ces gènes sont localisés en 

position 3p21 pour l’isoforme A, 20p13 pour l’isoforme B et 5q31 pour l’isoforme C. Les 

études actuelles recensent deux variants d’épissage pour CDC25A, sept variants pour 

CDC25B dont deux tronqués dans leur partie N-terminale, et au moins cinq variants pour 

CDC25C (Wegener et al. 2000; Jullien et al. 2011; Bureik et al. 2000). 

Les CDC25 sont des phosphatases à double spécificité, c'est-à-dire qu’elles déphosphorylent 

deux résidus particuliers (Tyr15/Thr14) des CDK. Elles sont constituées de 470 à 580 acides 

aminés répartis en deux domaines, l’un catalytique (C-terminal) et l’autre régulateur (N-

terminal). 

 

Fig. 15. Structure des CDC25 A, B et C. Modelisé avec PyMOL, Protein Data Bank codes : 1C25 (site actif 

CDC25A), 1CWR (site actif CDC25B) et 3OP3 (CDC25C).  

Région N-terminale 

Les régions N-terminale des différentes isoformes comportent peu d’homologie entre elles (20 

à 25% de similarité). Ce domaine comprend plusieurs sites de phosphorylation et 
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d’ubiquitination impliqués dans la régulation de l’activité enzymatique, des niveaux de 

protéines présentes dans la cellule ainsi que dans l’association avec d’autres protéines 

(Hoffmann & Karsenti 1994 ; Giles et al. 2003). Outre les sites régulateurs, la région N-

terminale comporte des motifs NLS (Nuclear Localization Signal) et NES (Nuclear Export 

Signal) qui permettent la régulation des CDC25 via leur localisation subcellulaire ainsi que 

leur stabilité et leur dégradation (Woo et al. 1999 ; Aressy & Ducommun 2008). 

Région C-terminale 

La région C-terminale est hautement conservée entre les isoformes (60% d’homologie sur 

plus de 200 acides aminés). Cette région est porteuse de l’activité catalytique via une cystéine 

(Cys431 pour CDC25A, Cys473 pour CDC25B et Cys377 pour CDC25C) située dans un 

motif HCX5R qui est caractéristique de toutes les protéines tyrosine phosphatases (PTP) (Fig. 

16). 

 

Fig. 16. Illustration de la haute conservation du motif HCX5R entre CDC25B et diverses PTP. Les PTPs 

représentées sont superposées, elles incluent entre autre CDC25 B, PTEN (phosphatase and tension 

homologue), KAP (kinase associated phosphatase), LMW (low molecular weight phospahtase) ou encore Mce1 

(mammalian cell entry). Le motif HCX5R contenu dans la boucle du site actif ainsi que les cinq premiers résidus 

de l’hélice alpha contigüe sont représentés (Rudolph 2007).  

Dans ce motif, H correspond à un résidu histidine, C correspond à la cystéine catalytique, R 

correspond à un résidu arginine nécessaire à la fixation au phosphate du substrat ainsi qu’à la 

stabilisation de cette liaison. Les cinq résidus X forment une boucle qui permet d’établir le 

lien entre la liaison hydrogène amide et le phosphate du substrat (Fig. 17). 
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La présence de ce motif hautement conservé est le seul point commun entre les CDC25 et les 

autres PTP. En effet, le site actif des CDC25 est très différent de celui des autres PTP. 

Contrairement à ces dernières, les structures cristallines des CDC25 A et B montrent un 

domaine catalytique superficiel, peu profond et suffisamment relâché pour permettre l’accès 

de substrats porteurs de résidus pThr ou pTyr (Fauman et al. 1998 ; Reynolds et al. 1999). Le 

domaine catalytique est organisé en une série de feuillets béta intercalés entre quatre hélices 

alpha réparties de part et d’autre. Le motif HCX5R surplombe une longue hélice alpha 

organisée en boucle P (Phosphate Binding-loop). Cet agencement facilite la déprotonation de 

la cystéine catalytique. Le résidu arginine et les cinq résidus X du motif HCX5R forment des 

liaisons hydrogènes avec les atomes d’oxygène présents au niveau du groupement phosphate 

du substrat (Rudolph 2007). 

Comme évoqué précédemment, l’élucidation des structures des domaines catalytiques des 

isoformes A et B a révélé un site actif lâche et exposé mais pas de site profond et spécifique 

pour la reconnaissance d’un substrat ou d’un inhibiteur (Sohn et al. 2007). La reconnaissance 

du substrat semble intervenir par une interaction large entre les deux surfaces protéiques. 

Certains inhibiteurs exercent leur activité par modification des cystéines du site actif (Jiang & 

Zhang 2008 ; Contour-Galcera et al. 2007). 

 

Fig. 17. Structure du motif HCX5R des CDC25. De gauche à droite, CDC25 A, B et C représentées par le 

logiciel PyMOL :référence Protein Data Bank 1C25 (site actif CDC25A), 1CWR (site actif CDC25B) et 3OP3 

(CDC25C). Le résidu histidine (en rose) est accolé derrière la cystéine catalytique (en vert), le résidu arginine 

(en bleu) surplombe le site actif et les cinq résidus X (en jaune) forment la boucle.  
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2. Mécanisme catalytique 

Le mécanisme catalytique des PTPs s’effectue en deux étapes successives (Fig. 18). La 

première étape implique l’altération du groupement phosphate du substrat par le groupement 

thiol non protoné de la cystéine catalytique qui va former une liaison covalente phospho-

cystéine intermédiaire, hydrolysée dans la seconde partie du mécanisme grâce à une molécule 

d’eau. 

Dans la plupart des PTPs, le mécanisme catalytique fait aussi appel à un acide catalytique qui 

fournit le proton au groupement thréonyl ou tyrosyl. Il s’agit généralement d’un acide 

aspartique situé sur une boucle à proximité du site actif. Cependant pour les phosphatases 

CDC25, aucune boucle ne semble correspondre à cet acide catalytique. Il est suggéré par 

certaines études que cet acide pourrait être directement porté par le substrat (Chen et al. 2000 

; Rudolph 2007). Toutefois, plus récemment, une étude a suggéré que le résidu Glu474 

pourrait jouer ce rôle pour CDC25B (Arantes 2008). 

 

Fig. 18. Mécanisme catalytique des PTP. Adapté de Rudolph 2007. 

3. Intervention des isoformes dans le cycle cellulaire 

Comme décrit précédemment (II.2), les isoformes CDC25 jouent un rôle essentiel dans les 

transitions G1/S, G2/M et dans le déroulement de la mitose, via la régulation des CDK (Fig. 

19, Fauman & Saper 1996 ; Rudolph 2002 ; Rudolph 2007). 

L’intervention de chacune des isoformes dans le cycle a été étudiée (Boutros et al. 2006): 

- CDC25A intervient essentiellement avec les complexes CDK2-cycline E et CDK2-cycline 

A qui contrôlent la transition des phases G1/S et la progression dans la phase S. 
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L’isoforme A interagit également avec le complexe CDK1-cycline B impliqué dans la 

transition G2/M (Hoffmann & Karsenti 1994 ; Jinno et al. 1994 ; Mizoguchi & Kim 1997) 

; 

- CDC25B cible le complexe CDK1-cycline B localisé dans les centrosomes et impliqué 

dans la dynamique des microtubules au cours de la prophase. Cette isoforme est aussi 

capable de déphosphoryler et d’activer les complexes CDK2-Cycline A et CDK2-Cycline 

E (Fauman & Saper 1996 ; Gabrielli et al. 1996) ; 

- CDC25C intervient dans chacune des phases du cycle cellulaire et joue un rôle dans la 

transition G2/M en ciblant le complexe CDK1-Cycline B (Izumi & Maller 1995 ; Zwicker 

et al. 1995). 

Les trois isoformes de CDC25 sont impliquées dans une boucle d’autoamplification induite 

par les complexes CDK-Cycline : lorsque le complexe CDK2-cycline E est déphosphorylé par 

CDC25A, le complexe actif est capable de phosphoryler CDC25A, et ainsi, d’augmenter son 

activité. De la même manière le complexe CDK1-cycline B interagit avec CDC25 B et C une 

fois activé, et phosphoryle les CDC25 en retour.  

 

Fig. 19. Implication des isoformes de CDC25 dans la régulation des complexes CDK-Cyclines. Adapté de 

Contour-Galcera et al. 2007 
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Il existe une redondance fonctionnelle apparente entre les différentes isoformes de CDC25, 

elle est sujette à controverse. En effet, une étude a démontré que des souris « knock-out » pour 

CDC25 B et C étaient capables de se développer normalement, ce qui suggère que CDC25A 

est capable de remplacer les fonctions des isoformes B et C, où qu’un autre mécanisme assure 

ce remplacement (Ferguson et al. 2005). Cependant, CDC25B a été décrit comme jouant un 

rôle essentiel dans la méiose chez la souris femelle, ce qui suggère que la redondance 

fonctionnelle entre les différentes isoformes est limitée (Lincoln et al. 2002). 

4. Régulation des CDC25 

Afin d’assurer la bonne régulation des complexes CDK-cycline, l’activité des CDC25 est elle-

même hautement régulée à chaque phase du cycle cellulaire (Garner-Hamrick & Fisher 1998). 

Cette régulation se fait par l’intermédiaire de plusieurs mécanismes tels que la modulation de 

la quantité protéique de CDC25 présentes dans les différentes phases du cycle cellulaire, la 

localisation cellulaire des différentes isoformes de CDC25, mais aussi via des mécanismes 

redox (Ducommun et al. 1990; Rudolph 2007). Chacun de ces mécanismes est en liaison avec 

des phosphorylations particulières de résidus sérine et thréonine des CDC25. 

Abondance au cours du cycle 

La quantité de CDC25 présente dans les cellules dépend directement des vitesses de synthèse 

et de dégradation de la protéine. Elle varie selon les isoformes et le stade du cycle cellulaire 

considéré. 

La quantité de CDC25A fluctue au cours du cycle cellulaire, cette isoforme est relativement 

instable, sa synthèse est continuellement induite par deux facteurs de transcription c-Myc et 

E2F-1 (Galaktionov et al. 1996 ; Vigo et al. 1999). Elle commence à la fin de la phase G1 et 

se poursuit jusqu’en mitose. Ce mécanisme de synthèse est modéré en phase S et G2 par une 

protéolyse ubiquitine dépendante simultanée qui permet de maintenir un niveau constant de 

protéines nécessaires à la déphosphorylation des CDK2. Ce système de balance fait intervenir 

le complexe SCFβTrCP (skp1/Cullin/F-box β transducin repeat-containing protein) qui 

reconnait la phosphorylation de résidus sérine contenus sur un motif DSG (Fig. 20). En fin de 

mitose et au cours de la phase G1, les enzymes sont massivement dégradées par 

l’intermédiaire du complexe APC/C (anaphase promoting complex) qui induit une 
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ubiquitination suite à la reconnaissance de la présence d’un motif KEN (Donzelli & Draetta 

2003 ; Busino et al. 2004). Les isoformes B s’accumulent progressivement au cours de la 

phase S pour atteindre un maximum en mitose, s’en suit une dégradation similaire à celle 

observée pour les isoformes A via le système SCFβTrCP. La quantité de CDC25C est quant à 

elle relativement constante tout au long du cycle cellulaire, cette isoforme est plus stable que 

les deux autres, elle possède une demi-vie plus longue. 

 

Fig. 20. Mécanismes de protéolyse des CDC25A (A). Variations du niveau protéique des CDC25 au cours du 

cycle (B).  (Busino et al. 2004 ; Young & Pagano 2010). 
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Localisation subcellulaire 

Les différentes isoformes sont amenées à changer de localisation intracellulaire lors des 

différentes phases du cycle. Ce sont le facteur de relocalisation cytoplasmique 14-3-3 et les 

séquences de localisation NLS et NES qui vont permettre le changement de localisation au 

cours du cycle.  

Ces séquences de localisation sont situées dans la région N-terminale des CDC25 (Davezac et 

al. 2000 ; Lindqvist et al. 2004). Lorsque la séquence NLS est reconnue par une importine, 

l’importation dans le noyau au travers des pores nucléaires est alors rendue possible. Dans le 

noyau, la protéine Ran-GTP va permettre le détachement de l’importine et son retour dans le 

cytoplasme. La séquence NES est quant à elle reconnue par une exportine dans le noyau, la 

protéine Ran-GTP va se lier à l’exportine et permettre l’exportation des CDC25 hors du 

noyau. Une hydrolyse par une GTPase permet alors le détachement de l’exportine et la 

libération de CDC25 dans le cytoplasme. 

Le facteur de relocalisation cytoplasmique 14-3-3 est capable de séquestrer les CDC25 dans le 

cytoplasme, empêchant leur accumulation dans le noyau et inhibant ainsi l’activation des 

CDK (Conklin et al. 1995 ; Peng et al. 1998). La reconnaissance des CDC25 par ce facteur 

est rendue possible par la phosphorylation de certains résidus. La phosphorylation de la sérine 

178 et de la thréonine 507 des isoformes A permet la liaison du complexe (Chen et al. 2003). 

Il existe trois sites de liaison pour CDC25B : les sérines 151 et 230 dans le domaine N-

terminal et la sérine 323 non loin du site catalytique (Giles et al. 2003). La phosphorylation 

du résidu thréonine 216 de CDC25C permet elle aussi la fixation du complexe (Bulavin et al. 

2003).  

Il est à noter que la localisation des CDC25 peut varier entre différents variants d’épissage, 

c’est la raison pour laquelle la localisation des isoformes B est mal définie. Bien que les 

isoformes soient régulées par le facteur 14-3-3, certaines semblent persister préférentiellement 

dans le noyau (Uchida et al. 2004). 

La séquestration par le facteur 14-3-3 dans le cytoplasme est levée par sa dissociation avec 

CDC25. Ce détachement est rendu possible lorsque certains résidus sérine sont phosphorylés, 

c’est par exemple le cas pour le résidu 169 de CDC25B (Astuti & Gabrielli 2011 ; Margolis et 
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al. 2006). La dissociation permet alors la reconnaissance des séquences NLS par le système 

d’importation nucléaire, ce qui induit une translocation des protéines vers le noyau. 

Modulation par les dommages à l’ADN 

En plus des systèmes de régulation présentés précédemment et intervenant au cours d’un 

cycle « normal » sans incidents, un système d’inhibition des CDC25 induit par des dommages 

à l’ADN est possible (Fig. 21). 

Les anomalies et dommages à l’ADN font notamment intervenir la phosphorylation des 

résidus sérines par les voies CHK1/CHK2 et C-TAK1, ce qui permet la liaison du facteur 14-

3-3 aux CDC25 et leur séquestration (Matsuoka 1998 ; Manke et al. 2005 ; Blasina et al. 

1999). 

En plus de cette séquestration, la dégradation des isoformes A est stimulée par l’activation de 

la voie ATM/ATR qui induit une phosphorylation de plusieurs résidus sérines (76, 82, 124, 

178, 279 et 293), mais aussi par la voie p38 MAP kinase qui induit elle aussi la 

phosphorylation de deux résidus serine (76 et 124 pour l’isoforme A). Ces phosphorylations 

déclenchent l’ubiquitination des isoformes A par l’intermédiaire du complexe SCFβTrCP 

(Busino et al. 2004). Un autre mécanisme fait intervenir une voie p53 dépendante qui permet 

une inhibition de l’expression des CDC25A par l’activation du répresseur transcriptionnel 

ATF3, ce qui assure le maintien de l’inhibition (Demidova et al. 2009).  

Tous ces mécanismes induisent l’inactivation des complexes CDK-cyclines et l’arrêt de la 

progression de la cellule anormale dans le cycle. Les isoformes B et C sont elles aussi 

susceptibles d’être inhibées par ces systèmes (Bulavin et al. 2001 ; Donzelli et al. 2002).  
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Fig. 21. Exemple de trois systèmes d’inhibition des CDC25. (A) Activation du système de séquestration 14-3-3. 

(B) Activation de la voie inactivatrice p38, (C) Activation de la voie de dégradation ubiquitine dépendante. 

Adapté de Donzelli & Draetta 2003. 

Phosphorylations activatrices des CDC25 

L’activation des phosphatases CDC25 est elle aussi influencée par des mécanismes de 

phosphorylation (Fig. 22). En mitose, l’isoforme A est phosphorylée par le complexe CDK1-

Cycline B sur deux résidus sérine de la région N-terminale (18 et 116) ainsi que par une 

kinase PLK (polo-like kinase) sur d’autres résidus sérine/thréonine de cette région. Ces 

phosphorylations permettent la stabilisation de CDC25A et empêchent sa dégradation par la 

voie ubiquitine dépendante. C’est ainsi que s’établit la boucle d’autoamplification décrite 

précédemment (Mailand et al. 2002 ; Wang et al. 2007 ; Zhao et al. 2008). 

Les phosphorylations sont donc au cœur de la régulation des CDC25, qu’elles soient 

activatrices ou inhibitrices comme présentées précédemment, elles sont essentielles pour leur 

activité. 
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Fig. 22. Différentes phosphorylations des CDC25. Adapté d’Aressy & Ducommun 2008 

Régulation redox 

Les résidus cystéines clés des sites catalytiques des CDC25 possèdent des pKa faibles, il est 

par exemple de l’ordre de 5,8 pour CDC25B tandis qu’il est généralement de 8,3 pour les 

autres PTPs. C’est la conformation particulière du site actif qui en est à l’origine. L’hélice 

alpha qui porte le site actif à son extrémité, le résidu arginine et les liaisons peptidiques entre 

les résidus X du motif HCX5R favorisent ce faible pKa (Rudolph 2005). 

Cette caractéristique les rend plus sensibles aux espèces réactives de l’oxygène telles que le 

peroxyde d’hydrogène (H2O2) ou l’anion superoxyde (O2
.-
) (Sohn et al. 2003). L’oxydation 

modérée de la forme thiolate des cystéines du site actif des CDC25 conduit à la formation 
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d’un acide sulfénique X-SO très réactif et instable qui peut donner par la suite un acide 

sulfinique (X-SO2) ou sulfonique (X-SO3) sous l’effet d’un fort stress oxydant. 

Lorsque la cystéine réagit suite à un stress oxydant modéré, l’acide sulfénique formé est 

susceptible de réagir avec une cystéine située non loin du site actif (cystein backdoor) et 

forme un pont disulfure (Fig. 23, Buhrman et al. 2005 ; Rudolph 2005). Cette réaction 

entraine un changement de conformation spatiale du site actif et bloque l’accès du substrat. 

Par ailleurs, ce changement conformationnel faciliterait la reconnaissance par le facteur 14-3-

3 et la séquestration de CDC25 dans le cytoplasme (Savitsky & Finkel 2002). 

La formation d’acide sulfénique est généralement réversible grâce à leur réduction par le 

glutathion cellulaire et la thioredoxine, l’enzyme récupère alors sa capacité enzymatique. Un 

tel mécanisme permet donc une régulation des CDC25 par les ERO. En revanche, lorsque 

l’oxydation passe le stade de l’acide sulfinique, la réaction est irréversible.  

 

Fig. 23. Formation d’un pont disulfure entre la cystéine du site actif et la cystéine backdoor dans CDC25B. 

(Sohn & Rudolph 2003) 

Par ailleurs, ce mécanisme semble entre autre intervenir lors de la réponse aux dommages à 

l’ADN et induit une dégradation de l’isoforme C en phase G2/M (Savitsky & Finkel 2002).  
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IV. CDC25 et Cancer 

1. Surexpression dans les cancers 

Comme décrit précédemment, les trois isoformes de CDC25 jouent un rôle primordial dans la 

régulation du cycle cellulaire et elles sont elles-mêmes régulées tout au long du cycle dans le 

but de maintenir des niveaux d’activités adéquats des complexes CDK-cyclines. Une 

dérégulation des activités des complexes CDK-Cyclines est fréquemment observée dans les 

cancers. Un nombre important d’études (Kristjansdottir et al. 2004 ; Boutros et al. 2006) ont 

mis en évidence la relation qui existe entre une surexpression des CDC25 et un mauvais 

pronostic du cancer associé. Les phosphatases CDC25 peuvent donc constituer des cibles de 

choix pour le développement de thérapies anticancéreuses (Contour-Galcera et al. 2007).  

La surexpression des CDC25 A, B et C dans les cancers humains a été mise en évidence par 

de nombreuses études. Les données ont montré qu’il existe une corrélation entre le niveau de 

surexpression et certaines caractéristiques clinicopathologiques telles que le grade de la 

tumeur et la survie. 

Plus particulièrement, la surexpression des isoformes A et B a été observée dans les cancers 

mammaires, ovariens, prostatiques, pulmonaires, colorectaux, œsophagiens, thyroïdiens, 

laryngés, hépatocellulaires, gastriques, pancréatiques, endométriaux, ainsi que dans les 

cancers de la tête et du cou, dans les neuroblastomes, les gliomes et les lymphomes non 

Hodgkiniens (Fig. 24, voir Boutros et al. 2007 et Kristjansdottir et al. 2004 pour des revues 

complètes). Dans les cancers du sein, les CDC25 A et B sont surexprimés dans 70% et 57% 

des cas respectivement. De plus, dans la plupart des cas ces surexpressions sont corrélées avec 

une sur-activation des CDK2, une agressivité maligne augmentée, un mauvais pronostic vital 

et des tumeurs de stade critique (Cangi et al. 2000 ; Bonin et al. 2006). 

La surexpression de CDC25C est peu décrite dans la littérature car cette isoforme a été moins 

étudié en comparaison des isoformes A et B, il existe toutefois plusieurs études qui 

l’évoquent. Une surexpression de CDC25C a été mise en évidence dans 63% des carcinomes 

vulvaires. Cette surexpression a pu être corrélée avec des caractéristiques 

clinicopathologiques d’agressivité tels que le stade tumoral avancé, la présence de métastases 

ganglionnaires ou encore un diamètre tumoral important (Wang et al. 2010). 
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Fig. 24. Surexpression de la protéine CDC25 dans les cancers chez l’Homme. Le lien avec des caractéristiques 

clinicopathologiques est donné par Oui (Y) ou Non (N), ces caractéristiques incluent le stade de la tumeur, la 

présence de métastases, la profondeur invasive, le caractère résiduel ou récurrent de la maladie et la survie 

(Boutros et al. 2007). 

2. Surexpression transcriptionnelle, protéique et agressivité 

tumorale 

Plusieurs techniques ont été utilisées pour analyser les niveaux d’ARN ou de protéines des 

CDC25 dans les cohortes de patients. Un manque de corrélation entre ces deux niveaux a été 

plusieurs fois souligné. Ainsi les ARNm de l’isoforme B sont surexprimés dans 80% des 

neuroblastomes, tandis que le niveau protéique est seulement surexprimé de 5% dans les 

mêmes échantillons (Sato et al. 2001). D’autres études montrent par exemple que dans le 

cancer du sein, les niveaux d’ARNm sont surexprimés de 32% et les niveaux protéiques de 

57% (Ito et al. 2004 ; Galaktionov et al. 1995). De la même manière, les niveaux du transcrit 

A et de la protéine correspondante sont surexprimés respectivement de 52 et 70% dans les 

patients atteints d’un cancer du sein (Cangi et al. 2000 ; Ito et al. 2004).  

Le manque de corrélation entre le nombre de transcrits et la quantité de protéines suggère que 

les CDC25 peuvent être dérégulées à n’importe quelle étape entre leur transcription et leur 

traduction. Il faut souligner que ce manque de corrélation peut refléter le manque de 

connaissances concernant les variants de CDC25 et l’incapacité à déceler précisément leur 

abondance dans les cellules cancéreuses jusqu'à présent.  
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Bien que les isoformes A et B soient surexprimées de manière significative dans les cancers 

colorectaux, seule l’isoforme B semble être liée à l’agressivité de ce cancer (Boutros et al. 

2007). En plus des différences d’expression qui existent entre les différentes isoformes, des 

différences existent aussi entre les variants d’épissage de chacune des isoformes. L’analyse de 

ces variants d’épissage a montré dans certaines études que certains variants sont plus 

exprimés que d’autres dans les cancers. Par exemple le transcrit B3 est bien plus surexprimé 

dans les cancers pancréatiques que les transcrits B1 et B2, tandis que le variant B2 prédomine 

dans les tumeurs colorectales de haut grade (Guo et al. 2004 ; Talvinen et al.). 

La nature contradictoire des données entre les ARNm et les protéines reflète la complexité du 

lien qui existe entre CDC25 et le cancer.  

3. Mécanismes inducteurs 

Les causes de la surexpression de CDC25 peuvent être multiples. Aucune évidence d’une 

surexpression découlant d’une amplification ou d’un réarrangement génétique n’a été établie 

jusqu’à présent. Comme nous l’avons décrit précédemment, l’impossibilité de comparer la 

quantité d’ARNm et le niveau protéique suggère que les CDC25 peuvent être dérégulées à 

n’importe quel niveau, aussi bien par des modifications post-transcriptionnelles que post 

traductionnelles. 

Au niveau transcriptionnel, les niveaux d’isoformes A et B sont des cibles du proto-oncogène 

c-MYC (Galaktionov et al. 1996) et il existe une corrélation entre l’expression de c-MYC et 

le niveau des CDC25A dans le cancer du sein (Galaktionov et al. 1996) ainsi que dans les 

lymphomes non-Hodgkiniens (Hernández et al. 1998). La même corrélation existe dans les 

cancers du poumon pour CDC25B (Sasaki et al. 2001). La quantité de transcrits CDC25 peut 

être augmentée en réponse à une transformation cellulaire par un virus. C’est le cas des 

ARNm qui codent CDC25B dans les cellules fibroblastiques transformées par les protéines 

des virus SV40, E6 ou E7 (papillomavirus). De la même manière, les ARNm de l’isoforme A 

sont surexprimés dans les fibroblastes quiescents infectés par la protéine adénovirale E1A, 

cette surexpression étant accompagnée d’une augmentation de l’activité des CDC25 

(Spitkovsky et al. 1996). Ces données suggèrent donc que les promoteurs des CDC25 sont des 

cibles spécifiques de certains facteurs de transcription et protéines virales impliquées dans le 

processus de transformation cellulaire. 
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Au niveau post-traductionnel, la demi-vie de CDC25A peut être augmentée dans les cellules 

tumorales de cancer du sein (Löffler et al. 2003). En effet une amélioration de la stabilité des 

protéines est possible lors de leur interaction avec la protéine Dub3, capable d’hydrolyser la 

queue polyubiquitinylée de CDC25A dans les cellules tumorales. Cette protéolyse rend 

impossible la dégradation des isoformes A par la voie ubiquitine-dépendante, et elles voient 

ainsi leur demi-vie augmenter. Cette interaction a été mise en évidence dans plusieurs lignées 

cellulaires de cancer du sein (Pereg et al. 2010), notamment BT-20, ZR-75-1, MT3, MDA-

MB-231 ou encore la lignée MDA-MB-435 utilisée à tort pendant longtemps en tant que 

lignée de cancer du sein mais étant en réalité la lignée de mélanome M14 (Rae et al. 2007).  

Considérant le rôle du protéasome dans la régulation des CDC25, il est possible que des 

variations dans cette régulation soient à l’origine de la surexpression protéique des CDC25 

dans différents types de cancers. Ainsi la mutation des kinases CHK dans plusieurs cancers 

tels que le cancer du sein, du colon, du poumon ou encore des ovaires, pourrait être liée à une 

augmentation de stabilité des CDC25 et donc à leur surexpression, toutefois les données 

actuelles ne permettent pas de l’affirmer (Boutros et al. 2007). 

Bien que plusieurs études aient mis en évidence le lien direct entre la surexpression des 

CDC25 et leur contribution à la tumorigenèse, il apparaît que cette surexpression ne peut pas 

causer à elle seule un cancer. In vitro, la coexpression des isoformes A et B coopère avec 

d’autres oncogènes tels que HRAS pour transformer les fibroblastes embryonnaires de souris, 

ce qui les rend capables de former des tumeurs de grade élevé in vivo une fois réinjectées 

(Galaktionov et al. 1995). De la même manière, la surexpression des isoformes A dans les 

souris MMTV-v-Ha-Ras ou MMTV-c-neu induit une croissance tumorale accélérée, une 

désorganisation de la prolifération cellulaire ainsi que de multiples aberrations 

chromosomiques (Ray et al. 2007). 

4. Mécanismes pro-tumorigènes 

Considérant le rôle clé joué par les CDC25 lors des transitions entre les différentes phases du 

cycle cellulaire, la surexpression de ces enzymes, et donc de leur activité potentielle, peut 

induire une suractivation des complexes CDK-cyclines. Cette suractivation peut forcer la 

cellule à progresser dans le cycle alors même qu’elles sont porteuses d’aberrations génétiques 

qui auraient normalement conduit à un arrêt du cycle. Ce mécanisme est documenté par des 
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expériences qui montrent que la surexpression de l’isoforme B permet aux cellules en phase S 

ou G2 de passer rapidement en mitose, alors même que leur matériel génétique n’est pas 

complètement répliqué (Karlsson et al. 1999). La surexpression de CDC25A accélère l’entrée 

dans la phase S ou induit des incidents mitotiques.  

Inversement, l’injection d’anticorps anti CDC25 B ou C induit un arrêt en phase G2 tandis 

que les anticorps anti CDC25A causent un arrêt en phase G1 (Blomberg & Hoffmann 1999 ; 

Molinari et al. 2000 ; Sexl et al. 1999). 

Une progression inappropriée du cycle de division cellulaire nécessite l’intervention des 

mécanismes de contrôle ATM/ATR. Si les CDC25 sont surexprimées, un tel système de 

dégradation peut éventuellement être débordé par la quantité de protéines à dégrader. Ainsi 

les CDC25 surexprimées non séquestrées par le groupement 14-3-3 et non dégradées par la 

voie ubiquitine dépendante peuvent être suffisamment nombreuses pour continuer à activer 

les complexes CDK-cyclines.  

La surexpression des isoformes B induit une sortie prématurée du point de contrôle induit par 

un stress génotoxique, CDC25B est par ailleurs essentielle pour la reprise de la progression 

dans le cycle cellulaire après un arrêt causé par le point de contrôle des dommages à l’ADN 

(Van Vugt et al. 2004). Des résultats équivalents ont été mis en évidence avec l’isoforme A 

dont la surexpression permet de court-circuiter le point de contrôle de la phase S (Falck et al. 

2001). 

L’ensemble des données qui corrèlent la surexpression de CDC25 et le cancer suggèrent que 

cet effet s’exerce à différents moments de la tumorigenèse et contribue à la progression de la 

maladie en causant une instabilité génomique via la dérégulation du cycle cellulaire, le court-

circuitage des points de contrôle et la coopération avec des oncogènes. 

Les CDC25 sont donc au centre du mécanisme du cycle cellulaire et impliquées dans la 

cancérogenèse ce qui en fait des cibles potentielles pour les thérapies anticancéreuses. 

5. Ciblage thérapeutique 

L’inhibition des CDC25 induit un arrêt du cycle cellulaire généralement réversible. Compte 

tenu de la courte demi-vie des CDC25, il est ainsi possible que les cellules reprennent le cours 
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de leur cycle après un certain temps. Toutefois, il a été observé dans de nombreux modèles 

cellulaires qu’un arrêt imprévu peut-être délétère pour la cellule, tout comme un arrêt 

prolongé du cycle (Boutros et al. 2007). Cette inhibition entraîne alors l’amorçage d’un 

programme apoptotique. Il est par ailleurs envisageable de combiner l’inhibition des CDC25 

avec un autre traitement. Une association entre un inhibiteur de CDC25 (BN82685) et le 

paclitaxel (poison du fuseau mitotique) pourrait ainsi avoir un intérêt thérapeutique 

supplémentaire comme suggéré précédemment (Cazales et al. 2007). 

Considérant le rôle central des CDC25 dans la cellule, le problème de sélectivité des agents 

thérapeutiques sur les cellules cancéreuses se pose de la même manière que pour les agents 

thérapeutiques classiques. Ainsi un inhibiteur des CDC25 devrait théoriquement bloquer le 

cycle des cellules tumorales et des cellules saines en même temps. Cependant, la 

surexpression des CDC25 dans certains types tumoraux suggère une sensibilité accrue à leurs 

inhibiteurs. Une étude démontre que les cellules d’adénocarcinome canalaire pancréatique qui 

surexpriment CDC25B, sont plus sensibles aux traitements que les lignées exprimant 

faiblement cette isoforme B (Guo et al. 2004). Ces résultats sont aussi décrits dans la lignée 

d’adénocarcinome colorectal HCT116 bien que les résultats n’aient pas été décrits avec 

précision (Boutros et al. 2007). De plus amples études devraient permettre de valider ces 

premières observations. 

Compte tenu des multiples rôles joués par les différentes isoformes de CDC25 dans la cellule, 

la question de la sélectivité des inhibiteurs pour une isoforme ou l’autre a été discuté (Boutros 

et al. 2007). L’inhibition simultanée des trois isoformes par un seul composé permettrait un 

effet plus conséquent sur les cellules. Toutefois, en évaluant les différents niveaux de 

surexpression de chacune des isoformes dans un cancer donné, il pourrait être intéressant de 

cibler une isoforme afin de limiter les effets secondaires sur les cellules non cancéreuses. 

Néanmoins, l’inhibition globale des CDC25 permet de s’affranchir de la redondance 

fonctionnelle qui existe entre les isoformes.  

Comme les connaissances sur la structure tridimensionnelle exacte du domaine C-terminal qui 

porte l’activité régulatrice restent encore limitées, il apparaît difficile d’envisager un design 

rationnel d’inhibiteurs spécifiques d’une isoforme particulière. 



CONTEXTE SCIENTIFIQUE - CDC25 et Cancer  

 

-43- 

 

Certaines études suggèrent que l’induction d’une suractivation des CDC25 pourrait aussi 

constituer une approche thérapeutique. En effet le niveau d’expression de CDC25B est crucial 

dans la reprise du cycle après induction du point de contrôle G2/M qui est activé par des 

dommages à l’ADN (Boutros et al. 2007). Une suractivation de cette isoforme pourrait par 

exemple forcer la cellule à continuer son cycle alors qu’elle comporte des dommages 

importants. Les cellules accumuleraient un nombre d’aberrations importantes, ne seraient plus 

viables et seraient donc susceptibles d’entrer en apoptose.  

Cependant, aucun activateur de CDC25 qui permettait de valider cette hypothèse n’a jusqu’à 

présent été découvert. Par ailleurs, le court-circuitage des points de contrôle pourrait avoir un 

effet inverse de celui désiré en favorisant la mutagenèse, la transformation carcinogénique et 

l’apparition de mutations qui rendraient les cellules encore plus agressives. 
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V. Les inhibiteurs de CDC25 

Environ 42% des PTP connues chez l’homme interviennent dans la survie ou la mort des 

cellules cancéreuses (MacKeigan et al. 2005). Depuis une vingtaine d’année, la recherche 

d’inhibiteurs des PTP et notamment des phosphatases CDC25 a donc connu un essor 

important. Elle est toutefois en retard en comparaison avec la recherche d’inhibiteurs d’autres 

cibles telles que les kinases, protéines ayant un rôle opposé. 

Ce retard peut notamment s’expliquer par le désintérêt envers l’inhibition des PTP. Ces 

protéines ont longtemps été considérées comme des inhibiteurs de la croissance, ce qui est 

directement lié à leur identification et à leur caractérisation tardive. Un regain d’intérêt pour 

ces enzymes a par la suite permis de mieux comprendre leurs fonctions d’une part et l’intérêt 

de leur inhibition dans le cadre d’une approche thérapeutique d’autre part. 

Comme nous venons de l’exposer, les phosphatases CDC25 se trouvent au cœur de la 

régulation du cycle cellulaire et elles sont fortement régulées. Les mécanismes de régulation 

ainsi que les enzymes elles-mêmes sont autant de cibles potentielles pour leur inhibition. Un 

nombre important d’inhibiteurs de CDC25 a été décrit dans la littérature, leur structure est 

variée tout comme leur efficacité. De nombreuses revues détaillent ces divers inhibiteurs dont 

plusieurs classes principales se dégagent (Contour-Galcera et al. 2007 ; Brezak et al. 2008 ; 

Lavecchia et al. 2009 ; Lavecchia et al. 2010 ; Lavecchia et al. 2012a). La liste des inhibiteurs 

présentés dans ce chapitre est non exhaustive et vise à présenter les principales classes 

d’inhibiteurs et leur fonctionnement. 

1. Mimes de groupement phosphate  

Les substituts de groupement phosphate agissent en mimant le groupement phosphate des 

substrats de CDC25, se fixent à leur place et empêchent ainsi leur transformation en produit 

de réaction. Plusieurs structures ont été décrites dans la littérature, elles comprennent des 

sulfates, malonates, xanthates, groupements carboxyles mais aussi des ions métalliques (Ham 

S.W. & Carr B.I. 2004 ; Contour-Galcera et al. 2007).  

Parmi ces composés se trouvent les dysidiolides, des dérivés de la vitamine D3 (Fig. 25, 

Gunasekera et al. 1996). Ils portent un résidu γ-hydroxybutenolide qui serait capable de 

mimer le phosphate d’un substrat. De nombreux composés similaires ont été testés (Dodo et 
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al. 2000 ; Takahashi et al. 2000 ; Shimazawa et al. 2004b ; Shimazawa et al. 2004a). Les 

meilleurs composés de cette série présentent des CI50 (Concentration qui inhibe 50% de 

l’activité) de l’ordre du micromolaire contre CDC25A et B. Dans ces structures, la longueur 

de la chaîne carbonée semble jouer un rôle important dans l’inhibition (Shimazawa et al. 

2004b). 

(A)    (B) 

 

Fig. 25. Structure du Dysidiolide (A) et de la vitamine D3 (B) (Gunasekera et al. 1996). 

Au laboratoire, une série de 10 anhydrides maléiques, dérivés de la structure dysidiolide, ont 

été synthéthisés et testés sur les trois isoformes de CDC25 (Brault et al. 2007). Ces composés 

présentent des CI50 aux alentours de 4 µM pour les plus actifs . La capacité antiproliférative 

de ces composés vis-à-vis de la lignée MCF-7 a été testée et a permis de mettre en évidence 

l’induction d’un blocage du cycle cellulaire et de l’apoptose dans cette lignée par les deux 

composés 1i et 1j (Fig. 26, Brault & Bagrel 2008). Par ailleurs, ces composés ont permis la 

potentialisation de l’adriamycine et du cisplatine sur des lignées sensibles et résistantes à ces 

composés. 

 

Fig. 26. Structure de l’anhydride maléique 1i (Brault et al. 2007) 
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Il existe une série de composés macrocycliques dérivés de stéroïdes capable de mimer le 

groupement phosphate par l’intermédiaire d’une structure rigide et d’un motif carbonyle. 

Dans cette famille, le composé 13 (Fig. 27) inhibe l’isoforme CDC25B avec une CI50 de 3,4 

µM. Néanmoins, cette série est relativement hydrophobe en raison de la longue chaine 

secondaire alkyle, ce qui peut expliquer son manque d’efficacité dans les lignées cellulaires 

(Bäurle et al. 2004). 

 

Fig. 27. Structure du composé 13 (Bäurle et al. 2004) 

 

Plusieurs sester-terpenoïdes isolés d’un extrait d’éponge marine présentent eux aussi une 

inhibition vis-à-vis de CDC25B. L’acide maléique du sester-terpenoïde n°25 (Fig. 28) situé en 

extrémité de la chaine carbonée agit comme un substitut de phosphatase dans la poche 

catalytique de CDC25, il présente une CI50 de 2,9 µM contre CDC25B (Cao et al. 2005a ; 

Contour-Galcera et al. 2007). 

 

Fig. 28. Structure du sester-terpenoïde n°25. 

 

2. Dérivés poly-soufrés 

Les composés soufrés possèdent de nombreuses propriétés biologiques parmi lesquelles la 

capacité de réagir avec des groupements thiols par des réactions de thiolation (Münchberg et 

al. 2007). Compte tenu de la présence d’un groupement thiol très réactif au niveau de la 

cystéine du site catalytique des CDC25, ces composés présentent un intérêt. Une série de 

composés dérivés de l’ail et de l’oignon ont été extraits au laboratoire et testés pour leur 
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activité inhibitrice vis-à-vis des CDC25 (Viry et al. 2011). Ces composés présentent une 

inhibition vis à vis des trois isoformes de CDC25 avec une augmentation de cette inhibition 

associée au nombre d’atomes de soufre. Ainsi les diallyl et dipropyl tetrasulfures (Fig. 29) 

présentent des CI50 de l’ordre d’un micromolaire pour CDC25C. Ces composés limitent par 

ailleurs la prolifération des lignées de carcinomes mammaire humain MCF-7 et VCR-Res 

(lignée résistante à la vincristine). Cet effet est associé à un arrêt du cycle cellulaire. 

 

Fig. 29. Structure du diallyl-tetrasulfure (gauche) et du dipropyl-tetrasulfure (droite). 

3. Inhibiteurs électrophiles 

Les composés électrophiles sont très réactifs et susceptibles de réagir avec la cystéine du site 

catalytique. Plusieurs composés qui exercent leur activité inhibitrice de cette manière contre 

CDC25 ont été décrits dans la littérature.  

Par exemple la fascaplysine (Fig. 30), un alcaloïde isolé d’un extrait d’anémone de mer, 

présente une CI50 de 3,7 µM à l’égard de CDC25B. Cette activité inhibitrice s’exerce au 

niveau de la cystéine catalytique, probablement via une inhibition électrophile (Cao et al. 

2005b). D’autres composés électrophiles tels que les dérivés synthétiques de N-arylmaléimide 

ont été mis en évidence comme étant des inhibiteurs compétitifs des CDC25, qui se lient 

probablement à la cystéine du site actif, c’est le cas du composé PM-20 (Fig. 30), Kar et al. 

2006).  

Le composé BN82002 (Fig. 30) est une amine tertiaire qui n’est pas directement réactif mais 

qui est capable de se transformer en un composé électrophile de type accepteur de Michaël 

après une réaction d’oxydation de son noyau phénolique. Il s’agit d’un inhibiteur irréversible 

des CDC25, qui présente des CI50 comprises entre 2,4 et 5,4 µM. BN82002 inhibe la 

prolifération de plusieurs lignées cellulaires cancéreuses telles que la lignée pancréatique MIA 

PaCa-2 ou la lignée colorectale HT-29. De plus il affecte la croissance de tumeurs 

xénogreffées chez la souris (Brezak et al. 2004). 
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(A)       (B)     (C) 

   

Fig. 30. Structure de la Fascaplysine (A), de PM-20 (B) et de BN82002 (C). 

4. Dérivés thiophéniques  

Plusieurs études de la littérature ont mis en évidence la capacité de composés thiazolés à 

inhiber les phosphatases CDC25. En effet, une série de thiazolopyrimidines inhibitrices de 

CDC25B a été décrite (CI50 aux alentours de 10 µM), dont certaines sont capables d’induire 

une cytotoxicité dans les cellules HeLa (Kolb et al. 2009). Une autre équipe à découvert une 

structure quinone-thiazole, BN82685, qui fait partie des inhibiteurs les plus puissants de la 

littérature. Ses capacités inhibitrices de CDC25 (CI50 comprises entre 0,1 et 0,2 µM) et son 

fort potentiel inhibiteur vis-à-vis des cellules cancéreuses pancréatiques Mia PACA-2 

xénogreffées chez la souris, en font l’un des meilleurs inhibiteurs décrit dans la littérature 

(Brezak et al. 2005).  

Récemment, des dérivés bis-thiazolone ont été mis en évidence comme inhibiteurs de 

CDC25B (Sarkis et al. 2012). Cette série a la particularité de présenter des dérivés 

symétriques et asymétriques de structures thiazolones séparées par différents linkers (Fig. 31). 

La dimérisation de ces structures thiazolones permet ainsi une augmentation de l’activité 

inhibitrice vis à vis de CDC25B (CI50 environ égale à 3 µM pour les composés les plus actifs). 

 
Fig. 31. Structure des composés bis-thiazolone (Sarkis et al. 2012) 
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5. Inhibiteurs à structures quinonoïques 

La classe la plus importante d’inhibiteurs connus de CDC25 est celle des quinones. Elle 

comprend à ce jour les structures les plus inhibitrices, ce qui a largement contribué à la 

recherche d’inhibiteurs de ce type ces dernières années. 

Structure 

Le terme quinone désigne une famille de composés chimiques qui possède un motif cyclique 

benzène oxydé porteur de deux groupements carbonyles. Ces groupements peuvent être 

localisés en position ortho ou para, et forment ainsi les para-quinones et les ortho-quinones 

(Fig. 32).  

 

Fig. 32. Structure des quinones. 

Ces formes simples de quinones sont peu courantes à l’état naturel, en revanche, des dérivés 

de quinones plus complexes existent dans la nature et possèdent des structures très diverses. 

Ils sont retrouvés notamment comme métabolites secondaires chez les plantes supérieures, 

mais aussi chez les mycètes, les bactéries et les animaux invertébrés (Romanova et al. 1977).  

De très nombreux composés quinonoïques possèdent des propriétés thérapeutiques et sont 

reconnus comme faisant partie des substances actives des plantes médicinales. Les quinones 

naturelles possèdent des propriétés antioxydantes, anticancéreuses, antimicrobiennes mais 

sont aussi employées comme colorants des fibres naturelles ou de synthèse (Romanova et al. 

1977 ; Monks et al. 1992 ; Lown 1983 ; Asche 2005). 

Mode d’action antitumoral des quinones  

Les mécanismes de cytotoxicité et d’inhibition de la croissance des quinones ont été très 

étudiés, plusieurs modes d’action ont été mis en évidence. Un de ces modes d’action découle 
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du cycle redox des quinones (Fig. 33) qui est responsable de l’émission importante d’espèces 

réactives de l’oxygène.  

 

Fig. 33. Cycle redox des quinones. 

Le groupement quinone peut en effet subir une simple réduction électrophile qui donne 

naissance à un radical semiquinone, qui peut réagir directement avec des macromolécules 

cellulaires pour induire une cytotoxicité (Cohen & d’Arcy Doherty 1987). Ce groupement 

peut également être réoxydé par réaction avec l’oxygène moléculaire produisant ainsi des 

anions superoxides. La quinone initiale est ainsi régénérée (Réaction (1) Fig. 33). La quinone 

reformée est alors à nouveau disponible pour une nouvelle réduction et un nouveau cycle 

redox (Cohen & d’Arcy Doherty 1987 ; Monks et al. 1992). Ce cycle induit donc un stress 

oxydatif qui génère des espèces réactives de l’oxygène en grande quantité et qui cause des 

changements de potentiel de la membrane mitochondriale et d’autres évènements associés qui 

mènent à la mort de la cellule. 

Un second mécanisme repose sur une double réduction électrophile de la quinone qui donne 

naissance à une forme réduite appelée hydroquinone (Réaction (2) Fig. 33). Cette réaction 

peut servir d’amorce à des réactions chimiques supplémentaires dans la cellule qui dépendent 

principalement des chaines secondaires de la quinone (Monks et al. 1992 ; Lamson & Plaza 

2003), notamment si le motif quinone porte des groupements potentiellement capables de 

réaliser une alkylation bioréductive.  
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Une oxydation irréversible ou une attaque nucléophile de groupements électrophiles sur les 

résidus cystéine et sérine du site catalytique modifie l’enzyme de manière conséquente. Outre 

la partie quinone, la partie secondaire des inhibiteurs semble jouer un rôle important, la chaine 

secondaire s’adapte à proximité ou à l’intérieur du site catalytique par l’intermédiaire 

d’interactions électrostatiques, polaires ou hydrophobes (Contour-Galcera et al. 2007).  

Toxicité 

Du point de vue toxicologique, les quinones possèdent plusieurs caractéristiques particulières 

qui leur confèrent des propriétés toxiques. Ce sont des oxydants et des électrophiles comme 

décrit précédemment (pour une revue complète sur les quinones et leur toxicité voir Monks et 

al. 1992). 

Dans le foie, les composés quinonoïques se combinent avec l’acide glucuronique mais aussi 

avec le glutathion réduit afin de former des conjugués solubles. Outre ces mécanismes, la 

toxicité des quinones est augmentée par une inhibition du cytochrome P450. Il existe donc 

une implication du cytochrome P450 dans l’hépatotoxicité des quinones (Ishihara et al. 2011). 

L’hépatotoxicité de certaines quinones semble être aussi liée à ses mécanismes 

d’arylation/alkylation et à leur cycle redox (Ishihara & Shimamoto 2007). 

Inhibiteurs de CDC25 

La famille des quinones est subdivisée en plusieurs groupes selon la structure de base qui les 

compose. Les plus étudiés comprennent les naphtoquinones, les anthraquinones et les 

anthracyclines. Des composés d’intérêt pharmacologique sont présents dans ces trois familles, 

notamment des structures qui possèdent des propriétés anticancéreuses. Les inhibiteurs des 

phosphatases CDC25 se retrouvent entre autre dans la classe des naphtoquinones et des 

anthraquinones, il existe aussi des inhibiteurs de type thiazoloquinones et orthoquinones. 

Naphtoquinones 

Les dérivés de naphtoquinones sont constitués d’un cycle benzène accolé à la structure para-

quinone. Ils sont présents dans une vingtaine de familles de plantes supérieures ainsi que chez 
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les mycètes et chez les échinodermes sous forme de pigments qui possèdent des propriétés 

antibactériennes, antifongiques, phytotoxiques et insecticides (Medentsev & Akimenko 1998).  

Dans cette famille de dérivés de naphtoquinone, les composés les plus étudiés sont ceux de la 

vitamine K. Isolée en 1939 par Henrick Dame, elle constitue un composant essentiel de la 

cascade de coagulation. Cette vitamine existe sous trois formes, K1, K2 et K3 qui possèdent 

toutes le même squelette naphtoquinone mais des chaines secondaires différentes (Fig. 34). 

Les vitamines K1 (phylloquinone) et K2 (ménaquinone) sont dites naturelles car synthétisées 

dans les plantes, les bactéries et les animaux, tandis que la vitamine K3 (ménadione) est un 

analogue synthétique qui possède une structure plus simple sans groupement aliphatique, elle 

agit comme une provitamine.  

 

Fig. 34. Structure des vitamines K. 

Les trois types de vitamines K présentent une activité anticancéreuse à l’égard de nombreux 

types cellulaires. La phylloquinone et la ménaquinone présentent une activité anticancéreuse 

sur plusieurs types de lignées humaines (hépatiques, colorectales, pulmonaires, stomacales, 

nasopharyngées, mammaires et épidermoïdes), avec une cytotoxicité évaluée par une CI50 de 

l’ordre de 1 à 10µM. La ménadione possède une activité cytotoxique bien plus conséquente à 

l’égard des lignées cancéreuses, avec une CI50 de l’ordre de 18 à 45 µM (Lamson & Plaza 

2003 ; Wu et al. 1993). Cette activité s’exerce à la fois par des propriétés radiosensibilisantes 

(Mitchell et al. 1965), ou par un effet synergique lors de son utilisation combinée avec des 

agents chimiothérapeutiques classiques comme le 5-fluorouracil, la doxorubicine et la 

vinblastine (Waxman & Bruckner 1982 ; Liao et al. 2000), mais aussi par l’inhibition directe 

des phosphatases CDC25 (Wu & Sun 1999), ou encore en combinaison seule avec la vitamine 

C sous forme d’un mélange commercial dénommé Apatone® pour lequel des essais cliniques 

ont été menés sur des patients atteints d’un cancer de la prostate incurable par les thérapies 

standard (Noto et al. 1989 ; Tareen et al. 2008).  
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De nombreuses molécules ont été dérivées à partir de la ménadione : c’est par exemple le cas 

des dérivés amine-naphtoquinone qui possèdent des propriétés anti-angiogéniques 

(Kayashima et al. 2010), ou encore des dérivés thiols tels que le NSC672121 (Cpd5, Fig. 35). 

Ce composé est un puissant inhibiteur des phosphatases CDC25 qui intervient via une 

arylation du groupement thiol de leur cystéine catalytique (Kar et al. 2003).  

Par ailleurs, le potentiel anticancéreux de ce dernier composé a été évalué sur des cellules 

d’hépatocarcinome humain, sur lesquelles il induit une apoptose et une nécrose (Nishikawa et 

al. 1995). 

   

Fig. 35. Structure du composé NSC672121. 

Ces études ont donné naissance à de nombreuses autres molécules inhibitrices de CDC25 dont 

la structure de base est similaire à celle du composé Cpd5 (Lazo et al. 2002 ; Brun et al. 2005 

; Braud et al. 2008).  

C’est parmi ces autres dérivés que se trouvent les inhibiteurs les plus actifs contre CDC25, 

notamment le composé NSC95397 (Fig. 36) dont les CI50 contre les isoformes A, B et C sont 

respectivement de 22, 125 et 56,9 nM, ce qui les place parmi les plus puissants découverts 

jusqu’à présent (Lazo et al. 2002 ; Vintonyak et al. 2011). Ce composé exerce une inhibition 

significative de la croissance des carcinomes humains et murins via un blocage du cycle en 

transition G2/M. Le composé NSC663284 (Fig. 36) est un inhibiteur irréversible qui induit un 

arrêt en phases G1 et G2/M ainsi qu’une inhibition importante de la croissance cellulaire (Pu et 

al. 2002 ; Vintonyak et al. 2011), les CI50 correspondantes in vitro sont de 29nM pour 

CDC25A, 95nM pour CDC25B et 89nM pour CDC25C. 

    

Fig. 36. Structure des composés NSC95397 (gauche) et NSC663284 (droite). 
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Les caulibugulones sont des isoquinoline-quinones et iminoquinones extraites des bryozoaires 

Caulibugula intermis. Certains de ces composés sont des inhibiteurs de CDC25. Par exemple 

la caulibugulone A (Fig. 37) présente des CI50 contre les isoformes A, B et C de 

respectivement 3,4 µM, 6,7 µM et 5,4 µM. Par ailleurs, dans la lignée d’ostéosarcome U2OS 

les isoformes B sont directement et irréversiblement inhibées par ce composé, et un arrêt en 

phases G1 et G2/M est observé. Ce composé génère aussi des ERO qui induisent une 

dégradation des CDC25A, directement liée aux voies p38 et CHK1 (Brisson et al. 2007). 

  

Fig. 37. Structure de la caulibugulone A. 

Anthraquinones 

Les composés du second groupe de dérivés quinonoïques, les anthraquinones, possèdent une 

structure constituée de deux cycles benzéniques accolés à la structure para-quinone. Ces 

anthraquinones se retrouvent à l’état naturel dans diverses plantes telles que la rhubarbe et la 

bourdaine, mais aussi dans certains lichens. Ils possèdent des propriétés colorantes (ex. 

alizarine) mais aussi antinéoplasiques (ex. mitoxantrone, Fig. 38). La mitoxantrone est connue 

depuis les années 70 pour son activité antitumorale. Ce composé est un agent intercalant de 

l’ADN, mais c’est aussi un inhibiteur de la topoisomérase II, ce qui lui confère son activité 

anticancéreuse (Crespi et al. 1986 ; Kapuscinski & Darzynkiewicz 1986 ; Lown et al. 1984). 

La mitoxantrone est utilisée dans le traitement des leucémies aiguës ainsi que dans le 

traitement du cancer du sein et présente une activité équivalente à celle de la doxorubicine 

(voir ci-après le troisième groupe de quinones présentée) chez les patients précédemment 

traités, mais elle est moins cardiotoxique que cette dernière (Neidhart et al. 1986). 

 

Fig. 38. Structure de la mitoxantrone. 
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Dans cette classe de composés, plusieurs inhibiteurs de CDC25 ont été identifiés. C’est 

notamment le cas de la rhéochrysidine, l’émodine, la questine, le chrysophanol et la rhéine 

(Fig. 39) qui inhibent l’activité de CDC25B avec des CI50 respectives de 62,5 ; 30 ; 34 ; 10,7 

et 22,1 µg.mL
-1 

(Choi et al. 2007). De plus cette étude montre que l’émodine et la questine 

inhibent la croissance de la lignée colorectale cancéreuse SW620. 

(A)      (B)       (C) 

   

(D)        (E) 

      

Fig. 39. Structure de la rhéochrysidine (A), l'émodine (B), la questine (C), le chrysophanol (D) et la rhéine 

(E). 

Thiazoloquinone 

Un composé qui porte un groupement thiazole accolé à une structure paraquinone a été 

développé. Ce composé BN82685 sous forme de benzoate (Fig. 40), inhibe les phosphatases 

CDC25 avec des CI50 comprises entre 170 et 250nM pour les trois isoformes, ce composé est 

actif sur les tumeurs de souris xénogreffées. De plus, une faible concentration de ce composé, 

combinée avec le Paclitaxel, inhibe la prolifération des cellules de cancer colorectal (Brezak 

et al. 2005). 

 

Fig. 40. Structure du composé BN82685. 
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Orthoquinones 

Plusieurs composés qui possèdent une structure orthoquinone ont été répertoriés comme des 

inhibiteurs de CDC25. Les naphtofuranediones sont capables de bloquer le cycle cellulaire et 

d’inhiber les CDC25 de manière réversible. Le composé 5169131 (Fig. 41) possède par 

exemple des CI50 pour les isoformes A, B et C respectivement de 5 μM, 10,4 μM, et 8,8 μM, 

et induit un arrêt en phase G1/S et G2/M (Brisson et al. 2004). Ce composé est l’un des 

premiers inhibiteurs réversibles décrits qui possède une activité sur les cellules. En effet il 

inhibe la croissance des cellules dans les lignées tumorales PC-3 (prostate) et dans la lignée 

MDA-MB-435 (cellules de mélanome, utilisées à tort en tant que lignée de cancer du sein 

dans cette étude). Les indolyldihydroquinones sont eux aussi des composés réversibles in 

vitro mais ils ne présentent toutefois pas d’activité sur les cellules (Sohn et al. 2003). 

Une autre série de naphtofuranediones de la famille des tanshinones, la cryptotanshinone (Fig. 

41) et ses analogues, présentent une activité inhibitrice contre CDC25B. Ils sont retrouvés 

dans les rhizomes de la plante Salvia miltiorrhiza utilisée en médecine traditionnelle chinoise. 

La cryptotanshinone et ses dérivés possèdent des CI50 comprises entre 3,2 µM et 11 µM vis-à-

vis de CDC25B et sont cytotoxiques dans la lignée cancéreuse pulmonaire A549 (Wei Gang 

et al.). 

(A)                (B) 

 

Fig. 41. Structure des composés 5169131(A) et cryptotanshinone (B). 

Bis-Quinone 

Un composé de nature bis-quinonoïque présente des caractéristiques intéressantes de 

spécificité vis-à-vis des phosphatases CDC25 et non des autres PTP. Le composé IRC-083864 

(Fig. 42) possède des CI50 comprises entre 10 et 50nM vis-à-vis des CDC25. Il est actif contre 

de nombreux types tumoraux y compris contre des cellules résistantes à certains traitements 

anticancéreux (Brezak et al. 2009 ; Boutros et al. 2007 ; Contour-Galcera et al. 2007).  
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Fig. 42. Structure du composé IRC-083864. 

6. Développement de nouveaux inhibiteurs 

Comme nous l’avons vu dans cette partie, il existe de nombreux inhibiteurs de CDC25 qui 

appartiennent à diverses classes de composés. L’ensemble de ces données a été obtenu par des 

criblages de chimiothèques mais aussi par des screening in silico (ex. Montes et al. 2008). Le 

recoupement des diverses caractéristiques de ces inhibiteurs et de leur structure permet 

d’affiner les recherches d’inhibiteurs efficaces.  

Dans le contexte de la recherche de nouvelles cibles thérapeutiques d’intérêt dans le 

traitement du cancer, les CDC25 apparaissent comme des cibles de choix.  

Bien que les quinones constituent à l’heure actuelle les inhibiteurs les plus puissants des 

CDC25, ils ne sont pas des candidats parfaits pour la thérapeutique en raison de leur toxicité. 

De plus, peu de ces composés présentent une activité in vivo sur des tumeurs humaines 

xénogréffées chez la souris. Néanmoins, de faibles différences dans les propriétés chimiques 

des quinones peuvent parfois se traduire par de grandes différences d’activité biologique et de 

toxicité (Monks et al. 1992). Ces résultats suggèrent la possibilité de trouver un composé 

quinonoïque efficace et peu toxique. 

La mise au point de dérivés biodisponibles qui présentent des structures variées et possèdent 

une action moins toxique sur les cellules non tumorales apparaît être une nécessité, ces 

dérivés seraient idéalement plus stables sous leur forme réduite (Lavecchia et al. 2012b). 

L’analyse des relations structure/activité des inhibiteurs et les avancées constantes dans la 

compréhension des rôles et des mécanismes autour des CDC25 et de leur structure permettent 

un design rationnalisé d’inhibiteurs potentiels. 

D’autres classes de molécules sont régulièrement mises en évidence comme étant inhibitrices 

des CDC25. C’est le cas par exemple des flavones (Fig. 43) qui sont potentiellement 
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intéressantes pour le développement d’inhibiteurs chez l’homme. En effet ces composés sont 

capables d’inhiber CDC-25.1 chez Caenorhabditis elegans (Kim et al. 2009) et d’induire un 

arrêt du cycle cellulaire. 

En observant la structure de ces composés il est possible d’imaginer que d’autres classes 

structurellement analogues et moins toxiques pourraient convenir comme par exemple les 

coumarines (Fig. 43) dont l’activité cancéreuse a déjà été mise en évidence dans le passé 

(Lacy & O’Kennedy 2004 ; Lopez-Gonzalez et al. 2004). Ces composés possèdent une faible 

toxicité cellulaire chez l’Homme (Lake 1999).  

 (A)     (B) 

   

Fig. 43. Structures à noyau benzopyrane : flavone (A) et coumarine (B). 

 

C’est dans cette optique de développement de nouveaux inhibiteurs que nous avons engagé 

les travaux de recherche décrits dans cette thèse. 
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VI.  Les modèles d’étude 

L’étude d’inhibiteurs des CDC25 et d’autres cibles peut se faire à différents niveaux. Il est 

possible de travailler au niveau protéique, cellulaire ou à l’échelle d’un organisme. Différents 

systèmes existent pour chacun de ces niveaux, apportant chacun des informations 

complémentaires. Leur mise en œuvre peut parfois être extrêmement laborieuse et cette 

difficulté est proportionnelle à la fidélité du modèle par rapport à une tumeur in situ et 

réciproquement les modèles les plus simples sont aussi les plus dédifférenciés (Fig. 44) en 

comparaison à la tumeur d’un patient, et éloignés de la situation réelle in vivo.  

 

Fig. 44. Complexité des modèles in vitro et in vivo. 

1. Modèles in vitro 

L’utilisation de modèles in vitro permet un contrôle optimal de l’ensemble des paramètres des 

expériences et permet de récolter les informations de base qui concernent le fonctionnement 

d’un inhibiteur sur l’enzyme et dans la cellule. 

Criblage sur des protéines recombinantes 

Après avoir réalisé un design rationnel d’inhibiteurs ou après avoir choisi une famille de 

composés potentiellement actifs à tester, un premier criblage in vitro peut-être mis en place. 

L’utilisation de protéines recombinantes pour des essais enzymatiques permet de réaliser un 

criblage à moyenne ou grande échelle à des coûts bien plus réduits qu’en culture cellulaire. 

Elle nécessite la production de protéines, leur purification et leur utilisation dans des 

conditions optimales pour leur fonctionnement, tant en terme de pH, que de température et de 
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composition du tampon environnant. Cette approche in vitro constitue une première étape qui 

permet d’écarter les composés n’ayant aucune action sur l’activité des CDC25. 

Les multiples expériences réalisables sur des protéines recombinantes permettent d’obtenir 

des précisions sur le type d’inhibiteur et le type d’inhibition observé, il est ainsi possible de 

déterminer son caractère réversible ou irréversible, son mode d’inhibition compétitif, non 

compétitif, mixte, etc. La réalisation de ces expériences hors de la cellule permet de 

s’affranchir de l’influence des autres composants cellulaires ce qui présente l’avantage majeur 

de ne pas avoir de biais dans l’inhibition des CDC25. L’inconvénient réside dans la sur-

simplification du modèle, et aucune conclusion ne pourra être tirée quant à l’efficacité du 

composé dans la cellule et encore moins sur la tumeur in vivo. Une fois un composé actif ainsi 

découvert, il faut donc passer à un modèle cellulaire, plus complexe. 

Criblage in silico 

Outre l’approche in vitro, un pré-criblage in silico est possible. Le croisement de la structure 

des CDC25 obtenue en cristallographie avec la structure de composés chimiques contenus 

dans une chimiothèque permet de prédire, avec plus ou moins de fiabilité et de précision, 

l’affinité de certains composés pour les CDC25. Plusieurs études de ce type ont permis de 

découvrir des inhibiteurs. C’est le cas par exemple des travaux réalisés sur la chimiothèque 

ChemBridge database (qui comprend plus de 420 000 composés) qui ont permis 

l’identification d’une centaine de composés potentiellement inhibiteurs. Deux d’entre eux ont 

été testés in vitro et présentent des CI50 de 13 et 19 µM vis-à-vis de CDC25B (Montes et al. 

2008). 

Lignées cellulaires  

Les lignées cellulaires sont l’un des outils principaux utilisés dans les études précliniques en 

cancérologie. Des quantités importantes de données sur le cancer du sein ont été obtenues ces 

40 dernières années grâce à l’utilisation de ces modèles. Les premières lignées ont été établies 

dans les années 60 et 70 et très peu de lignées ont été développées depuis. Pour le cancer du 

sein, il existe une centaine de ces lignées et trois d’entre elles font l’objet d’une utilisation 

importante. Ces trois lignées (MCF-7, MDA-MB-231 et T47D) sont citées dans environ 80% 

des publications qui mentionnent les lignées cellulaires de cancer du sein (Lacroix & Leclercq 
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2004). Ces lignées diffèrent principalement par leur statut des récepteurs aux œstrogènes et 

aux progestérones (EGR/PGR/HER2). 

L’utilisation des lignées cellulaires établies présente de nombreux avantages, notamment :  

- Un contrôle complet des conditions environnementales et un milieu nutritif 

standardisé ; une reproductibilité importante des expériences ;  

- Une possibilité de cryo-préserver les souches à très long terme ;  

- Un coût moindre que l’utilisation de modèles in vivo et des questions éthiques moindres 

en comparaison avec les modèles in vivo.  

L’ensemble de ces avantages a fait de ces modèles des références pour l’étude des 

mécanismes de la tumorigenèse, pour l’étude de traitements ainsi que pour la mise en 

évidence de marqueurs tumoraux et l’établissement de profils génétiques et protéiques 

complets. 

Ces modèles comportent toutefois des inconvénients. Bien que ces souches soient 

cryopréservées, elles subissent une dédifférenciation sournoise qui résulte des multiples sous 

cultures, et perdent à terme certaines caractéristiques particulières. La pertinence des modèles 

cellulaires est également limitée en raison de leur sur-simplification, ce qui rend les résultats 

obtenus difficilement extrapolables à la tumeur in vivo. En effet, ces lignées sont homogènes, 

c'est-à-dire qu’elles ne comportent généralement qu’un ou deux types de cellules tandis 

qu’une tumeur est généralement constituée de multiples types clonaux. De plus, l’ensemble 

des lignées cellulaires disponibles n’est pas représentatif de la totalité des cancers car les 

caractéristiques retrouvées dans les tumeurs des patients ne sont pas toujours présentes. C’est 

le cas par exemple pour le cancer du sein où la centaine de lignées disponibles est 

majoritairement issue d’épanchement pleuraux et de métastases qui sont déjà différentes de la 

tumeur primaire et qui ont par exemple un statut EGR/PGR/HER2 différent de cette tumeur. 

Dans cette situation, l’établissement de lignées primaires, c'est-à-dire issues directement de la 

tumeur, apparaît être une solution optimale. Toutefois ces lignées souffrent d’une instabilité 

importante pour une utilisation à long terme et elles sont très difficiles à obtenir en raison des 

nombreuses contaminations dues au stroma environnant (Amadori et al. 1993 ; Gazdar et al. 

1998 ; Shen et al. 2009). 
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L’utilisation de cellules « non cancéreuses » permet quant à elle d’avoir un point de 

comparaison aux lignées cancéreuses. Toutefois, bien que ces lignées ne soient pas tumorales, 

elles souffrent de multiples altérations génétiques qui ont permis de les immortaliser. Elles 

sont semblables à des cellules normales mais n’en sont pas, ce qui limite leur représentativité 

du tissu sain. 

D’autres modèles in vitro plus proches de la tumeur existent cependant. C’est par exemple le 

cas de la culture directe de fragments tumoraux sous forme de coupes fines de 200 µM 

d’épaisseur (Nissen et al. 1983) ou encore de cultures organotypiques de tumeurs qui 

permettent de maintenir des tumeurs en culture sur plusieurs mois (Vaira et al. 2010). Ces 

modèles ne sont pas aisés à mettre en place et peu de tests peuvent être effectués sur un même 

échantillon, ce qui limite leur utilisation à grande échelle. L’utilisation de plusieurs lignées en 

co-culture est aussi possible, elle permet de s’affranchir du manque de diversité clonale. Il est 

aussi possible de cultiver des cellules tumorales sous forme de sphéroïde, permettant ainsi de 

reproduire un gradient d’oxygène et de nutriments mimant la structure d’une tumeur in vivo 

(Hirschhaeuser et al. 2010). Mais ces modèles souffrent des mêmes inconvénients que les 

lignées seules en ce qui concerne leur manque de représentativité par rapport à la tumeur 

initiale. 

2. Modèles in vivo 

Xénogreffes 

Les xénogreffes constituent un modèle abouti et complexe. Elles consistent généralement en 

l’injection de cellules tumorales humaines issues de lignées établies (ex. MCF-7 ou MDA-

MB-231 pour le cancer du sein) dans un modèle murin immunodéficient (ex. souris nude). 

L’utilisation de ce modèle permet de bénéficier de la régulation nerveuse et hormonale de 

l’animal et l’utilisation de lignées établies permet de garder une correspondance relative entre 

les résultats obtenus in vitro sur les mêmes lignées et ces résultats.  

Toutefois, l’utilisation de souris soulève plusieurs questions sur leur représentativité. Le 

modèle murin présente des différences majeures avec le corps humain en ce qui concerne les 

régulations physiologiques et biochimiques. De plus, le stroma qui entoure la tumeur in vivo 
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sera murin, ce qui donnera naissance à une tumeur chimérique homme-souris dont les 

caractéristiques sont éloignées de celles de l’homme (Kim et al. 2004). 

Tumeurs spontanées et induites 

D’autres modèles purement murins peuvent être utilisés. Certaines souches de souris 

développent des cancers spontanément ou sous l’influence d’inducteurs (Russo & Russo 

1996). Ces tumeurs ne sont pas chimériques et suivent un développement normal au sein de 

l’organisme entier, toutefois il existe de très grandes différences entre les tumeurs murines et 

humaines. Par exemple, la plupart des cancers mammaires murins résultent d’une infection 

virale et ne sont pas hormono-dépendants, contrairement aux cancers mammaires humains 

dont la plupart sont œstrogènes dépendants. Par ailleurs la biologie des tumeurs murines 

spontanées diffère de celle de l’homme de par leur taille, leurs cibles oncogéniques, les degrés 

de maturation et la différentiation des cellules entre les deux espèces. Ces caractéristiques les 

rendent difficilement comparables et ne permettent pas une extrapolation des résultats chez 

l’Homme. 

Ethique 

Il faut souligner que l’utilisation de modèles animaux soulève aussi de nombreuses questions 

éthiques. Dans un souci de respect de cette éthique la règle des 3R (Réduire, Raffiner, 

Remplacer) établie en 1959 (Russell & Bursch 1959) pose un principe de rationalisation des 

choix de modèles. Sur ce principe, l’utilisation de modèles animaux doit se faire en dernier, 

lorsqu’un maximum de données a été récolté par les modèles in vitro et qu’il est possible 

d’espérer un apport supplémentaire d’informations par les modèles vivants. 

3. Choix des modèles 

Comme nous l’avons présenté, aucun modèle n’est parfait et suffisant pour représenter la 

situation in vivo chez l’homme. Une combinaison entre des modèles in vitro et in vivo est 

nécessaire, les lignées cellulaires établies et l’utilisation de protéines recombinantes sont 

indispensables à la compréhension des mécanismes de base impliqués lors de traitements avec 

des composés chimiques.  
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Au cours de cette étude, nous nous sommes appliqués à utiliser les deux premiers types de 

modèles in vitro, protéiques et cellulaires afin d’obtenir les informations essentielles au 

développement éventuel d’un modèle murin plus poussé. 
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I. Objectifs 

Comme nous l’avons présenté précédemment, les phosphatases CDC25 jouent un rôle central 

dans la progression entre les différentes phases du cycle cellulaire et elles sont surexprimées 

dans certains cancers. Cette surexpression est liée à un mauvais pronostic de la maladie et à 

des caractéristiques d’agressivité accrue (Boutros et al. 2007). Ces enzymes sont donc des 

cibles d’intérêt pour le développement de thérapies dont l’inhibition pourrait permettre de 

freiner ou de stopper la croissance tumorale. Une association avec d’autres traitements déjà 

existants pourrait permettre une meilleure efficacité de ces derniers.  

Ces travaux de thèse ont pour objectif la mise au point et l’évaluation de nouveaux composés 

inhibiteurs des phosphatases CDC25. Dans ce cadre, ce projet a pour vocation de :  

- Découvrir de nouvelles classes d’inhibiteurs des CDC25 à fort potentiel en réalisant un 

design rationnel de nouveaux composés à partir des données de la littérature et des 

données récoltées au laboratoire ; 

- D’en analyser le mécanisme inhibiteur sur les protéines afin de déterminer si l’inhibiteur 

se lie de manière réversible ou non à l’enzyme, s’il est de type compétitif, incompétitif ou 

mixte ; 

- De vérifier leur efficacité dans la cellule tumorale afin de les valider comme molécules 

d’intérêt thérapeutique; 

- De déceler les mécanismes mis en jeu dans cette action antitumorale afin de déterminer de 

quelle manière le composé inhibe ou stoppe la croissance tumorale dans la cellule. 

 

II. Stratégie 

Sélection d’inhibiteurs d’intérêt 

Le criblage de séries de composés a été réalisé sur des protéines CDC25 A, B et C 

recombinantes dont l’expression et la purification est réalisée au laboratoire. Ces protéines 

sont les outils principaux utilisés pour discriminer les molécules d’intérêt et leur mode 

d’action. Les séries de molécules ont été créées par l’équipe de chimie du laboratoire ou par 

des équipes collaboratrices selon une approche rationnalisée. 



OBJECTIFS ET STRATEGIE - Stratégie 

 

-67- 

 

Dans un premier temps les molécules non inhibitrices sont éliminées du panel, ensuite les 

molécules inhibitrices sont classées selon leur CI50 relative pour les trois isoformes. Le mode 

d’action et de fixation des composés les plus actifs est ensuite évalué. 

Etude des effets dans les cellules 

Les composés sélectionnés in vitro qui présentent la meilleure inhibition et le mode d’action 

le plus intéressant ont été testés sur des lignées cellulaires. La plupart de ces lignées sont 

dérivées d’adénocarcinomes mammaires humains aux caractéristiques bien connues (MCF-7 

et MDA-MB-231), mais aussi des dérivés résistants aux thérapeutiques classiques (VCR-Res) 

ainsi qu’une lignée d’hépatocarcinome humain (HepG2). 

Les premiers tests ont consisté à déterminer la CI50 pour les lignées et à déterminer le 

caractère cytotoxique et/ou cytostatique du composé. 

Puis, des analyses approfondies sur les effets du composé dans la cellule ont été réalisées : 

effets sur le cycle cellulaire, la phosphorylation des CDK, la génération d’espèces réactives de 

l’oxygène, l’apoptose, etc. 

Ces expériences permettent de valider ou non le composé pour des tests plus poussés, 

éventuellement sur des modèles plus complexes. 
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I. Criblage in vitro de composés de synthèse 

Ces travaux de thèse ont pour objectif de mettre en évidence de nouveaux inhibiteurs des 

phosphatases CDC25, d’en comprendre les mécanismes d’action et d’évaluer leur potentiel 

thérapeutique. Dans un premier temps, une étude par criblage in vitro de plusieurs séries 

d’inhibiteurs synthétisés par l’équipe de chimie du LIMBP du P
r
 Kirsch ou par des 

collaborateurs extérieurs a été réalisée. Dans un second temps, ces composés ont été testés sur 

des protéines recombinantes CDC25 humaines. 

1. Production et calibration des enzymes CDC25 

Le criblage in vitro est un préalable indispensable pour la discrimination des composés d’intérêt 

pour l’inhibition des CDC25. Ce criblage consiste en la mise en contact de composés chimiques 

candidats avec les isoformes de CDC25 actives. L’activité des CDC25 sera affectée ou non par 

les composés inhibiteurs. Les isoformes employées sont des protéines recombinantes humaines 

obtenues par un système de production bactérien. 

Plusieurs étapes sont nécessaires à la production de ces enzymes : 

- La construction d’un vecteur plasmidique qui porte la séquence codante d’une isoforme 

de CDC25 ; 

- L’insertion du plasmide dans un vecteur bactérien de type E.coli par l’intermédiaire d’un 

choc thermique ; 

- La sélection du meilleur clone bactérien qui a incorporé le plasmide ; 

- L’amplification à grande échelle du clone sélectionné ; 

- L’extraction et la purification des protéines recombinantes ; 

- Le calibrage des enzymes purifiées. 

Le laboratoire disposait de trois constructions plasmidiques A complète, B tronquée et C 

complète gracieusement fournies par les P
rs
 Laurent Meijer et Ingrid Hoffmann. Au cours de ces 

travaux, le P
r 

Bernard Ducommun nous a gracieusement fourni la construction CDC25 B 

complète. Après avoir transformé les bactéries compétentes et sélectionné le meilleur clone, nous 

avons obtenu quatre productions de protéines recombinantes : les isoformes A, B et C complètes 

ainsi qu’une isoforme B tronquée ne comprenant que le site catalytique de CDC25 B. Nous 
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montrerons plus tard l’intérêt de travailler sur la forme tronquée et sur la forme complète d’une 

isoforme (cf. paragraphe « Etude des propriétés du composé SV37 »). 

Lors de la production de ces enzymes, il est nécessaire de réaliser un contrôle qualité. En effet la 

production est longue, les stocks d’enzyme sont instables (stables quelques mois à -80°C) et la 

quantité d’enzyme obtenue à chaque production est limitée. Il est de plus nécessaire de travailler 

sur un même lot d’enzyme pour une même série de composés afin d’obtenir des résultats 

comparables et donc d’assurer un contrôle qualité des analyses. La production de ces enzymes se 

révèle donc fastidieuse et le contrôle qualité y est essentiel. C’est pourquoi, une fois les protéines 

purifiées, chaque lot est testé et calibré de manière à obtenir une efficacité catalytique optimale 

lors des essais ainsi que des lots comparables et une quantité adéquate d’enzyme à utiliser par 

test. Ainsi, nous nous plaçons en conditions de vitesse initiale de réaction afin d’obtenir une 

vitesse constante et maximale tout au long de l’expérience qui doit durer au moins 2 heures.  

La figure ci-dessous, qui représente les résultats obtenus avec différentes quantités de CDC25, 

reflète l’importance de cette calibration pour une utilisation optimale de l’enzyme (Fig. 45).  

 

Fig. 45. Exemple de courbe de calibration d’un lot de CDC25 C purifiée. L’activité est testée en présence du 

substrat 3-OMFP et suivie pendant 2 heures à 30°C. Les quantités qui ont été retenues pour une calibration 

optimale sont 1 et 2µL, elles présentent respectivement des vitesses de transformation de 110 et 219 UF.min
-1

. 

Les essais enzymatiques sont réalisés par mise en contact de l’enzyme avec le substrat 

fluorescent 3-O-méthylfluoresceine phosphate (3-OMFP) dans un tampon adéquat (Fig. 46, cf. 

Matériel et méthode). La vitesse de transformation du substrat est calculée en UF/min (unités de 

fluorescence par minute). 
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Fig. 46. Transformation du phosphate de méthyl fluorescéine en méthyl fluorescéine par les phosphatases 

CDC25. 

2. Evaluation du potentiel inhibiteur de composés d’intérêt 

Il existe de nombreuses classes de composés inhibiteurs des CDC25 (cf. Contexte scientifique, 

IV). Toutefois, malgré les efforts déployés pour obtenir des composés efficaces dans la cellule et 

l’animal, aucune molécule n’a jusqu’à présent, à notre connaissance, dépassé les essais cliniques 

de phase I (Contour-Galcera et al. 2007). C’est la raison pour laquelle la recherche de nouveaux 

inhibiteurs de CDC25 aux structures innovantes est nécessaire.  

La découverte de nouveaux composés peut se faire par le criblage haut débit de chimiothèques 

déjà existantes ou par la conception de composés dérivés d’inhibiteurs déjà connus dans la 

littérature. Dans le cadre de cette étude, nous avons utilisé la seconde stratégie et nous avons 

réalisé le criblage de plusieurs séries de composés. 

Lors de ce criblage, la première étape vise à tester une série avec une dose élevée de composé. 

Cette méthode sur critère d’exclusion que nous avons placé à 100µM, nous permet d’éliminer les 

molécules peu ou pas inhibitrices et de ne pas omettre de faux positifs. Ces tests sont réalisés sur 

les trois isoformes des CDC25. Dans une seconde étape, les concentrations qui inhibent 50% de 

l’activité enzymatique (CI50) sont déterminées pour les composés les plus actifs. Des évaluations 

plus poussées concernant le mode de liaison de l’inhibiteur à l’enzyme, ou encore le type 

d’inhibition, sont alors réalisées sur les composés les plus puissants.  

Dérivés stéroïdiens 

Plusieurs dérivés stéroïdiens ont été testés sur les isoformes B et C des CDC25 (les résultats pour 

l’isoforme A ont déjà été évalués au laboratoire). Ces dérivés stéroïdiens ont été synthétisés par 

l’équipe du Pr. Poirier du Centre de Recherche du Centre Hospitalier de l’Université de Laval, au 

Canada. Ces composés présentent un noyau hydrophobe commun aux stéroïdes et aux 
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cyclopentanoperhydrophénanthrène (Fig. 47). Certaines structures de ces composés ne nous ont 

pas été fournies pour des raisons de confidentialité. 

 

Fig. 47. Structure d’un noyau cyclopentanoperhydrophénanthrène 

Dans la littérature, il existe un exemple de dérivés stéroïdiens capables d’inhiber CDC25, le 2-

méthoxy œstradiol (Kar et al. 2008). Ce composé est capable d’inhiber les trois isoformes (CI50 

de 1 à 10 µM) et induit une cytotoxicité dans des cellules d’hépatocarcinome humain (Hep3B, 

HepG2, PLC/PRF5) et de rat (McA-RH7777, JM-1) avec des CI50 de 0,5 à 3 µM mais pas dans 

les hépatocytes non cancéreux humains (CRL-11233) et de rat (CRL-1439) aux doses testées 

(CI50 > 10 µM).  

Dans les composés testés dans ce travail, les chaines attachées au noyau stéroïdien présentent 

pour la plupart une longueur importante, leur procurant une différence majeure avec le composé 

de la littérature.  

Le criblage à la concentration de100 µM n’a pas permis de les identifier en tant qu’inhibiteurs de 

CDC25 (voir Annexe I). Ces résultats peuvent éventuellement s’expliquer par l’encombrement 

spatial induit par les chaines secondaires, qui sont de taille importante et laissent supposer un 

rôle majeur de la partie stéroïdique dans l’inhibition.  

Dérivés thiophéniques  

Plusieurs études de la littérature ont mis en évidence la capacité de composés thiazolés à inhiber 

les phosphatases CDC25. En effet, des thiazolopyrimidines inhibitrices de CDC25B ont été 

décrites (CI50 aux alentours de 10 µM), dont certaines sont capables d’induire une cytotoxicité 

dans les cellules HeLa (Kolb et al. 2009). Une autre équipe à découvert une structure quinone-

thiazole, BN82685, qui fait partie des inhibiteurs les plus puissants de la littérature. Ses capacités 

inhibitrices de CDC25 (CI50 comprises entre 0,1 et 0,2 µM) et son fort potentiel inhibiteur vis-à-

vis des cellules cancéreuses pancréatiques Mia PACA-2 xénogreffées chez la souris, en font l’un 

des meilleurs inhibiteurs étudié in vivo jusqu’à ce jour (Brezak et al. 2005). 
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Par ailleurs, des composés à structure thiophénique ont déjà été décrits comme inhibiteurs des 

PTPs (Ye et al. 2010). Compte tenu de la présence commune du motif HCX5R dans le site 

catalytique des PTPs et des CDC25, il apparaît pertinent d’étudier les dérivés thiazolés comme 

potentiels inhibiteurs des CDC25. 

Sur la base des résultats précédemment cités, une série de 6 composés thiazolés qui comprennent 

5 composés constitués d’un cycle thiophène accolé à un thiazole et un composé qui contient un 

noyau aminopyrimidine-thiophène (Fig. 48) ont été synthétisés par l’équipe de chimie du P
r
 G. 

Kirsch (Z. Xu). 
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Fig. 48. Structure centrale des dérivés thiophéniques : noyau thiophène-thiazole (1) et composé BC33 

aminopyrimidine-thiophène (2) 

Les résultats obtenus (voir Annexe II) montrent que les composés de cette série sont capables 

d’inhiber les phosphatases CDC25 mais avec une efficacité moindre que celle rapportée dans la 

littérature. En effet, dans l’exemple précité (Ye et al. 2010) la CI50 pour la PTP1B (comprenant 

le motif catalytique HCX5R) était de 2 µM, tandis que les composés utilisés dans cette étude 

présentent des CI50 voisines de 30 µM. La présence de groupements secondaires plus ou moins 

encombrants semble là aussi influencer de manière assez importante les capacités d’inhibition 

des composés. Au vu de ces résultats, aucun des composés de cette série n’a été retenu pour une 

analyse plus précise. 

Dérivés coumariniques 

Les coumarines (α-benzopyrones) sont des composés organiques aromatiques de la famille des 

benzopyrones (Fig. 49), dont les autres membres sont les flavonoïdes (γ-benzopyrones). Ces 

composés sont présents dans de très nombreuses plantes alimentaires (légumes, thé, chicorée, 

noix, baies, fruits, etc.), mais aussi dans plusieurs microorganismes (ex. novobiocine et 

coumermycine chez Streptomyces ; aflatoxines chez Aspergillus). L’absorption alimentaire de 

diverses benzopyrones est estimée à 1g par jour en moyenne pour un régime occidental (Lacy & 

O’Kennedy 2004). 
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(1)    (2) 

Fig. 49. Structure des Benzopyrones : α flavonoïdes (1) et γ coumarines (2). 

Les coumarines présentent un intérêt en thérapeutique, compte tenu de leurs propriétés 

biologiques. En particulier, leur activité bactériostatique et anti tumorale en fait des molécules de 

choix pour des modifications structurelles à visée thérapeutique, ou pour la conception de 

nouveaux composés anticancéreux. Les coumarines et leurs dérivés sont capables d’inhiber la 

prolifération cellulaire de plusieurs lignées tumorales comme les lignées LNCaP (carcinome 

prostatique) ou K562 et HL-60 (leucémie myéloïde) (Lacy & O’Kennedy 2004). Plusieurs 

auteurs ont déjà rapporté l’utilisation des coumarines (1,2-benzopyrone) ou de leurs métabolites 

(7-methoxycoumarine) pour le traitement de certains cancers. Aucun effet secondaire des 

coumarines n’a été reporté chez l’homme pour des doses qui vont jusqu'à 7g par jour pendant 

deux semaines de traitement continu, ce qui en fait une famille de composés peu toxiques (Lake 

1999). Par ailleurs, nous trouvons dans la littérature des flavonolignanes actives sur les trois 

isoformes dans la lignée PC3 (Deep et al. 2008). Certaines flavones sont également capables 

d’inhiber CDC-25.1 chez C.elegans (Kim et al. 2009). 

En s’appuyant sur les résultats précités et sur le modèle du noyau flavone (Fig. 50), l’équipe de 

chimie du P
r
 G. Kirsch (S. Valente) a synthétisé une série de coumarines SV (Fig. 51).  

 

Fig. 50. Structure d’une flavone 

 
(A)    (B)    (C)    (D) 

Fig. 51. Structure centrale des différents types de coumarines synthétisés, série SV 1 à 20. 
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Parmi les coumarines testées, nous avons trouvé plusieurs composés qui présentent une 

inhibition modérée (CI50 de l’ordre de 30 à 80 µM, voir Annexe III) lorsqu’on les compare aux 

meilleurs inhibiteurs de la littérature. Ainsi, les deux composés les plus actifs, SV3 et SV8 

présentent des CI50 aux alentours de 20 µM pour CDC25 A et C. Par ailleurs, nous observons 

toujours une inhibition moindre vis-à-vis de l’isoforme B (CI50 >100 µM) ce qui suggère une 

importance de la chaine N-terminale soit dans l’attachement des inhibiteurs à l’enzyme, soit dans 

la conformation spatiale globale de la protéine et de son site actif.  

En comparant deux à deux les résultats des composés SV 3, 4 et 5 avec les résultats des 

composés 12, 13 et 14, dont les structures ne diffèrent que par la position de la double liaison à 

l’oxygène central (Fig. 52), nous observons que les composés 12, 13 et 14 ne présentent pas 

d’inhibition notable (activité résiduelle à 100 µM pour CDC25A respectivement de 55%, 99,8% 

et 92,6%), tandis que les composés 3, 4 et 5 présentent une inhibition bien plus importante 

(activité résiduelle à 100 µM pour CDC25A respectivement de 5,8%, 33,6% et 38,5%). Nous 

observons par ailleurs que la présence d’un ou plusieurs groupes MeO diminue fortement le 

potentiel inhibiteur du composé. La flexibilité de la molécule inhibitrice et son encombrement 

semblent donc jouer un rôle important pour l’inhibition des CDC25.  

   
SV 3 SV 4 SV 5 

   

SV 12 SV 13 SV 14 

Fig. 52. Structure des composés SV 3, 4, 5, 12, 13 et 14. 

Nous avons montré que ces composés présentent une activité inhibitrice moyenne vis-à-vis des 

CDC25. Cependant, c’est la première fois que des coumarines sont répertoriées en tant 

qu’inhibiteurs de CDC25. Bien qu’il ne s’agisse pas d’inhibiteurs très puissants, leur squelette de 
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base constitue un très bon point de départ pour le développement de nouveaux inhibiteurs dans la 

mesure où des ajouts de groupements secondaires semblent grandement modifier leur capacité 

d’inhibition vis-à-vis des CDC25. Ces résultats ont été intégrés dans une publication qui présente 

leur synthèse et leur potentiel inhibiteur (Valente et al. 2010). Cette première série de composés 

a permis le développement de nouveaux dérivés dont les résultats seront présentés plus loin dans 

ce chapitre. 

Dérivés imidazoles 

Une série de composés OT comprenant des chromones et des coumaronones liées à une seconde 

partie oxoimidazole et portant un ou plusieurs cycles secondaires (Fig. 53), a été synthétisée par 

l’équipe Portugaise du P
r
. A. Silva (O. Talhi) en collaboration avec l’équipe du P

r
 G. Kirsch. 

N

N
O

O

O

O O

N

N

O

O

O

 
(1)    (2) 

Fig. 53. Structure centrale des composes OT : chromone-oxoimidazole (1) et coumaronone-oxo-imidazole (2). 

De par leur proximité structurale avec les coumarines, cette série de composé présente un intérêt 

pour l’inhibition des CDC25. Comme le montrent les résultats (voir Annexe IV), seuls les 

composés OT 24 et 27 présentent une légère inhibition vis-à-vis de CDC25C (24% d’activité 

résiduelle à 100 µM). Par ailleurs, cette inhibition semble être plus spécifique de CDC25C que 

de CDC25A où l’activité résiduelle à 100 µM est de 60 à 80%. Cette série de composés n’a pas 

été retenue pour une analyse approfondie. 

Dérivés coumariniques polysoufrés 

Les polysulfures sont capables de réagir avec les groupements thiols par des réactions de 

thiolation et l’activité biologique de ces composés a déjà été mise en évidence par le passé 

(Münchberg et al. 2007). De nombreuses protéines, dont les CDC25, sont porteuses de résidus 

cystéines dont le groupement thiol est susceptible d’être impliqué dans des réactions de 

thiolation. Une telle réaction peut conduire à la formation de perthiol capable de réagir avec les 

oxydants tels que le dioxygène, pour générer des ERO. Par ailleurs, la réactivité des polysulfures 
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conduit à la formation de plusieurs espèces soufrées elles mêmes hautement réactives dans la 

cellule (Fig. 54, Radicaux R-Sx, sulfure d’hydrogène H2S, anions sulfures Sx- ou HS-, etc.).  

 

Fig. 54. Réactions des polysulfures avec le glutathion (GSH) intracellulaire 

En s’appuyant sur ces observations et sur les précédents résultats obtenus sur les coumarines, 

trois structures coumarine-polysoufrées (SV25, 28 et 29) ont été synthétisées par l’équipe du P
r
 

G. Kirsch (S. Valente) et évaluées sur les isoformes A, B tronquée et C. Ces structures sont des 

coumarines polysulfures : di, tri ou tetra-sulfures (Fig. 55).  

 

Fig. 55. Structure des composés polysoufrés : SV25(1) di-soufré, SV29(2) tri-soufré et SV28(3) tetra-soufré 

Bien que ces trois composés ne présentent pas d’inhibition complète à la concentration de 100 

µM (voir Annexe V et Fig. 56), nous pouvons constater un lien entre le nombre d’atomes de 

soufre et le potentiel inhibiteur de ces structures. En effet, plus le nombre d’atomes soufrés est 

important, plus l’inhibition est forte (SV25<<SV29<<SV28). Les résultats montrent que le 

composé SV29 tetrasoufré présente la meilleure CI50 pour les isoformes A et C (respectivement 
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28 et 18 µM). Un parallèle peut être établi entre ces résultats et ceux obtenus précédemment au 

laboratoire pour les allyls polysulfures, composés de l’ail, pour lesquels un effet similaire avait 

été observé sur CDC25 (Viry et al. 2011). 

 

Fig. 56. Activité résiduelle des phosphatases CDC25 mises en contact avec les composés polysoufrés à100 µM (A 

et C complètes et B tronquée). N=9.  

Une étude des effets intracellulaires de ces composés sur la lignée de cancer colorectal HCT116 

a été menée avec l’équipe du P
r
 Montenarh en Allemagne (N. Saidu). Ces travaux ont été publiés 

(Saidu et al. 2012) et ont permis de mettre en évidence un arrêt du cycle cellulaire en phase 

G2/M lié à l’inhibition de la quantité de CDC25C dans les cellules. Ces résultats soulignent 

l’importance du criblage in vitro dans la compréhension des mécanismes d’action des composés 

sur les cellules. 

Dérivés coumariniques-quinonoïques 

D’après les résultats obtenus sur les coumarines, et sur la base des résultats de la littérature qui 

concernent les composés quinonoïques, il semblait judicieux d’associer ces deux structures. 

L’équipe de chimie du P
r
 G. Kirsch (S. Valente et Z. Xu) a donc synthétisé une nouvelle série de 

composés (SV37, 58 et 59, Annexe VI, première série) qui comprend des quinone-coumarines et 

des coumarine-dioxocyclopentane (Fig. 57).  
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(1)    (2) 

Fig. 57. Structure des composés coumarine-quinone (1) et coumarine-dioxocyclopentane (2) de la série SV-XU. 

Dans cette première série, le composé SV58 présente un potentiel inhibiteur faible (activité 

résiduelle supérieure à 60% pour un traitement à une concentration de 100 µM) tandis qu’on 

observe une forte activité inhibitrice pour les composés SV59 (CI50 pour les isoformes A, B et C 

respectivement de 13 ; 50 et 2,2 µM) et SV37 (CI50 pour les isoformes A, B et C respectivement 

de 4,3 ; 9,1 et 0,9 µM).  

Le composé SV37 (dont les résultats in vitro seront approfondis dans la prochaine sous-partie de 

ce chapitre : « 3. Etude des propriétés d’inhibition du composé SV37 ») constituant le meilleur 

inhibiteur obtenu jusqu’à présent au laboratoire, une étude biologique approfondie a été réalisée 

(cette étude sera l’objet du prochain chapitre : « II. Etude des effets du composé SV37 sur les 

cellules tumorales »).  

Au vu des résultats biologiques prometteurs, les chimistes ont décidé de synthétiser une seconde 

série de dérivés coumarines-quinones (XU01 à XU30, Annexe VI, seconde série) dont les 

composés présentent un potentiel inhibiteur encore plus intéressant in vitro. Cependant, pour des 

raisons de calendrier, l’étude des effets biologiques de ces composés n’a pas pu être réalisée au 

cours de ces travaux de thèse, et fera l’objet d’un travail ultérieur. Les paragraphes ci-après 

détaillent donc les premiers résultats obtenus in vitro pour cette seconde série. 

Les composés coumarine-quinone de cette seconde série présentent une inhibition forte vis à vis 

des isoformes A et C (CI50 comprises entre 0,1 et 8 µM pour les plus actifs, voir Annexe VI, 

seconde série), à la différence des composés qui portent un dioxocyclopentane et leurs 

intermédiaires qui présentent peu ou pas d’inhibition vis-à-vis des CDC25. La partie quinone 

apparaït donc comme essentielle pour l’inhibition dans cette série. 

Par ailleurs, en comparant les composés XU02 et XU03 (Tab. 1) qui sont tous deux des 

composés quinonoïques, nous observons une nette différence de potentiel inhibiteur pour les 

essais réalisés à une concentration de 25 µM (respectivement, une activité résiduelle pour les 
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isoformes A et C comprise entre 0 et 0,4 % avec XU02 ; 47 et 58 % XU03, cf. Annexe VI). La 

différence entre ces composés repose sur l’encombrement de la partie quinone, accolée à un 

cycle benzène supplémentaire dans le cas du composé XU03. En comparant le composé XU02 

avec le composé SV59 (Tab. 1) qui diffère seulement par la présence d’un groupement butyle sur 

la partie quinone, nous observons aussi une diminution d’efficacité résultant de l’ajout de ce 

groupement.  

En revanche, si nous comparons le composé XU02 avec les deux composés XU21 et XU22 (Tab. 

1) qui portent un chlore en position 6 ou 7 de la partie coumarine, nous n’observons peu ou pas 

de différence dans le potentiel inhibiteur. De plus, pour les composés XU23 et XU25 qui portent 

un fluor en position 6 ou 7 de la coumarine nous n’observons que peu de différences (Tab. 1). 

L’addition d’un cycle benzène à l’extrémité du noyau coumarine dans le composé XU30 

n’affecte pas ses capacités d’inhibition, les améliorant même légèrement en comparaison avec le 

composé XU02. 

Composé SV59 XU02 XU03 XU30 XU21 XU22 XU23 XU25 

Structure 

   
 

    

CI50 (µM) 

CDC25 A 
13 ±0,8 2,1±0,2 24 ±0,3 1,5 ±0,4 2,6 ±0,2 1,6 ±0,4 2,2 ±0,2 3,5 ±0,2 

CI50 (µM) 

CDC25 C 
2,2 ±0,8 0,9 ±0,1 >25 0,1 ±0,01 1,4 ±0,2 0,8 ± 0,1 0,7 ±0,02 0,4 ±0,1 

Tab. 1. Structure et activité des composés SV 59, XU 02, 03, 21, 22, 23, 25 et 30 sur CDC25 A et C. 

Au vu de ces résultats, nous pouvons en conclure que l’addition d’un groupement sur la partie 

quinonoïque de ce noyau coumarine-quinone diminue l’efficacité de la molécule tandis que 

l’addition d’un groupement sur la partie coumarine ne diminue pas son efficacité mais peut 

éventuellement l’améliorer.  

Ces résultats soulèvent des questions quant à la pertinence d’une structure coumarine-quinone 

plutôt que d’une structure quinone seule pour l’inhibition des CDC25. Cette pertinence repose 

sur plusieurs résultats de la littérature qui montrent clairement une toxicité des composés 

quinonoïques seuls, tandis que les composés coumariniques sont faiblement toxiques. En effet, 

même si les quinones constituent les meilleurs inhibiteurs des CDC25 à l’heure actuelle, leur 

toxicité limite grandement leur application thérapeutique. Outre la possibilité d’induction d’ERO 

via le cycle redox des quinones (Cf. Contexte scientifique, IV.3. Inhibiteurs à structures 

O O

BuO
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quinonoïques), les quinones ont aussi des propriétés électrophiles et une capacité de 

photoréaction qui génère une phototoxicité et des réactions photoallergiques (Monks et al. 1992). 

Par ailleurs, certaines quinones peuvent présenter une toxicité vis-à-vis des cellules hépatiques, 

liée à la capacité d’arylation/alkylation de certaines quinones électrophiles, mais aussi au cycle 

redox des quinones dans une moindre mesure (Ishihara & Shimamoto 2007). A l’inverse des 

quinones, les coumarines ne présentent pas de propriétés génotoxiques ou carcinogènes chez 

l’homme, même pour des doses importantes. Cette tolérance est relative à chaque espèce (Lake 

1999). 

Il est par ailleurs connu que des modifications mineures de la structure d’une quinone peuvent 

parfois se traduire par une activité biologique et une toxicité différente de celle de départ 

(Ollinger & Brunmark 1991 ; Monks et al. 1992 ; Monks & Jones 2002), ce qui permet 

d’envisager la synthèse d’un composé quinonoïque efficace et peu toxique. C’est pourquoi la 

structure quinone-coumarine peut éventuellement présenter un avantage en thérapeutique. 

3. Etude des propriétés d’inhibition du composé SV37 

Comme nous l’avons évoqué précédemment, bien que d’autres composés de la seconde série 

quinone-coumarine présentent des CI50 plus faibles que celle du composé SV37, c’est ce dernier 

qui a fait l’objet de l’approfondissement de ce travail de thèse, les autres quinones-coumarines 

ayant été synthétisées tardivement, suite aux résultats biologiques obtenus sur le composé SV37. 

Nous avons donc évalué en détail le potentiel inhibiteur du composé SV37 ainsi que de ses sous-

parties napthoquinone et 7-methoxycoumarine-4-thiol afin de déterminer l’intérêt de ce type de 

structures. Ce composé est constitué d’une quinone reliée à une coumarine par une liaison 

sulfure (Fig. 58). 

L’étude de l’inhibition à la concentration 100 µM (Fig. 59), montre que le 7-methoxycoumarine-

4-thiol n’affecte pas l’activité des CDC25. En revanche, le composé naphtoquinone inhibe 

totalement chacune des isoformes de CDC25, ce résultat concorde avec les résultats de la 

littérature (Ham et al. 1998). Le composé SV37 présente une inhibition des isoformes 

équivalente à celle de la partie naphtoquinone seule. Ces résultats montrent que la combinaison 

entre les parties quinone et coumarine dans la molécule SV37, est équivalente à celle de la 

naphtoquinone seule à la concentration de 100 µM. Ceci suggère que l’activité inhibitrice est 
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principalement portée par la partie quinone, nous verrons ultérieurement l’intérêt d’une telle 

combinaison. 

 
(1)        (2)              (3) 

Fig. 58. Structure du composé SV37 (1) et de ses deux sous-parties : naphtoquinone (2) et 7-méthoxycoumarine-

4-thiol (3). 

 

Fig. 59. Activité résiduelle des phosphatases CDC25 A, B et C complète ainsi que B tronquée, mises en contact 

avec les composés SV37, naphtoquinone et 7-methoxycoumarine-4-thiol. N=9. 

L’évaluation de la CI50 a été réalisée par un modèle d’approximation non linéaire basé sur la 

méthode des moindres carrés (Fig. 60). Les valeurs obtenues pour les isoformes A, B tronquées, 

B complète et C sont respectivement de 4,3 µM ±0,1 ; 35 µM ±9,8, 9,1 µM ±0,6 et 0,9 µM ±0,1. 

Ces résultats montrent que les CI50 obtenues pour les isoformes complètes sont équivalentes 

(entre 1 et10 µM). En ce qui concerne la forme tronquée de CDC25B (site actif seul), la CI50 est 

3 à 4 fois plus élevée que celle obtenue pour la forme partielle, ce qui suggère que la partie N-

terminale de la protéine est impliquée dans l’inhibition de la protéine par SV37, mais non 

indispensable. On peut alors supposer que la fixation de l’inhibiteur sur l’enzyme intervient non 

seulement sur la partie catalytique, mais aussi sur la partie N-terminale, ou éventuellement entre 

les deux. Une autre hypothèse suppose que la présence de la chaine N-terminale dans la protéine 
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recombinante affecte la conformation de la partie catalytique, et qu’en son absence, il est plus 

malaisé pour l’inhibiteur d’y accéder.  
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Fig. 60. Courbes de CI50 du composé SV37 pour les trois isoformes de CDC25 complètes ainsi que pour 

l’isoforme B tronquée. Modélisation réalisée avec Graphpad Prism d’après une interpolation non linéaire par la 

méthode des moindres carrés. N=3. 

Ce composé peut être considéré comme efficace dans la mesure ou les CI50 sont inférieures à 10 

µM ce qui le place parmi les meilleurs inhibiteurs décrits dans la littérature (CI50 comprises entre 

0,1 et 40 µM, Lavecchia et al. 2012a). 

Evaluation du mode de fixation 

Le mode de fixation des composés SV3 et SV37 a été évalué, respectivement en tant que 

coumarine, et quinone-coumarine. Les inhibiteurs enzymatiques peuvent se fixer de manière 

réversible ou irréversible sur leur cible. Cette fixation dépend entre autres des interactions faibles 

ou fortes que le composé exerce sur la molécule, de son site de fixation, ou encore de sa polarité. 

L’étude du mode de fixation permet de déterminer si le composé peut se décrocher de son site de 

fixation, ou si l’enzyme sera inhibée jusqu’à son élimination. 

Le test repose sur un principe d’affinité de l’inhibiteur pour l’enzyme après dilution. Le principe 

technique est décrit dans la figure ci-après (Fig. 61). Il s’agit de mettre en contact une quantité 

d’inhibiteur suffisante pour inhiber la plus grande partie des CDC25 (idéalement une 
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concentration > CI80), d’incuber le mélange suffisamment longtemps pour permettre la liaison de 

l’inhibiteur à l’enzyme (1), puis de diluer le mélange de façon à obtenir une concentration très 

faiblement inhibitrice (2) (idéalement une concentration < CI20). L’activité enzymatique est 

ensuite mesurée en présence du substrat 3-OMF-P. Le caractère réversible/irréversible est 

apprécié par la récupération/non-récupération totale ou partielle de l’activité de CDC25 après 

dilution (3). Un inhibiteur irréversible ne permettra pas à l’enzyme de retrouver toute son activité 

après dilution, tandis qu’un inhibiteur réversible se décrochera de l’enzyme et permettra un 

recouvrement de l’activité enzymatique (Brisson et al. 2004 ; Sohn et al. 2003). 

 

Fig. 61. Principe du test d'évaluation du mode de fixation d'un composé sur CDC25. L’enzyme est mise en contact 

avec le composé à une concentration fortement inhibitrice et incubée à 30°C un temps suffisant pour permettre aux 

liaisons de s’établir (1). Dans un second temps, une dilution du mélange doit permettre de décrocher les composés 

qui ne sont pas fixés de manière irréversible (2 et 3). 

Dans un premier temps, nous avons déterminé les concentrations adéquates à utiliser pour ce test 

en se référant aux courbes de CI50 pour les composés SV3 et SV37 (Fig. 62). Nous avons choisi 

une concentration fortement inhibitrice de 100 µM pour SV3 et de 22 µM pour SV37. Cette 

concentration, une fois diluée 100 fois pour SV3 et 280 fois pour SV37, permet d’obtenir une 

concentration faiblement inhibitrice de 1 µM pour SV3 et de 0,12 µM pour SV37.  
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Fig. 62. Courbes de CI50 des composés SV37 (gauche) et SV3 (droite) pour CDC25A. Modélisation réalisée avec 

Graphpad Prism d’après une interpolation non linéaire par la méthode des moindres carrés. En vert et rouge sont 

indiquées les concentrations qui ont été choisies comme témoins positifs et négatifs pour réaliser le test d’évaluation 

du mode de fixation de ces deux inhibiteurs à CDC25A. N=3. 

Pour valider ce test, nous avons besoin d’un témoin positif et d’un témoin négatif nous 

permettant d’apprécier l’inhibition du composé. La comparaison est réalisée avec un témoin 

DMSO et deux témoins d’inhibition positive et négative. Dans ces témoins, la concentration de 

CDC25 est identique à la concentration finale de l’essai (afin d’avoir une activité équivalente 

lors de la mesure) et les concentrations en inhibiteurs sont égales à la concentration inhibitrice 

maximale (22 µM pour SV37, 100 µM pour SV3) dans le cas du témoin positif, et minimale 

(0,12 µM pour SV37 et 1 µM pour SV3) dans le cas du témoin négatif. 

L’étude des courbes de réversibilité/irréversibilité obtenues (Fig. 63), montre une récupération de 

plus de 70% de l’activité des phosphatases CDC25A inhibées par le composé SV37, tandis que 

le composé SV3 présente moins de 40% d’activité résiduelle après 90min de d’incubation avec 

le composé. Cette récupération de l’activité, au même niveau que le contrôle d’inhibition négatif 

pour SV37, montre une réversion de l’inhibition. Le composé SV37 se comporte donc comme un 

inhibiteur réversible. Le résultat de SV37 tranche avec le résultat obtenu sur la coumarine SV3 

qui montre un comportement plutôt irréversible avec plus de 60% d’inhibition persistante après 

dilution pour une mise en contact préalable de 90min avec le composé. 
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Fig. 63. Activité résiduelle de CDC25A mise en contact pendant différents temps avec le composé SV37 (gauche) 

et SV3 (droite) au cours du test de réversibilité (cf. paragraphes précédents). N=3. 

Ce même test de réversibilité a été réalisé pour SV37 sur l’isoforme C (les concentrations 

faiblement et fortement inhibitrices choisies sont identiques à celles de l’isoforme A). Les 

résultats présentent un profil similaire à celui observé sur l’isoforme A (Fig. 64). 

 
Fig. 64. Activité résiduelle de CDC25C mise en contact pendant différents temps avec le composé SV37 au cours 

du test de réversibilité. N=3. 

En parallèle de ces essais enzymatiques, une collaboration avec l’équipe de chimie du LSMCL 

(P
r
 P. Chaimbault et E. Sibille) a permis de mettre au point une méthode de détermination du 

caractère réversible/irréversible d’un composé. Il s'agit d'un criblage par spectrométrie de masse 

qui emploie une source d'ionisation laser assistée par matrice et un analyseur à temps de vol 

(matrix-assisted laser desorption/ionization–time-of-flight mass spectrometry : MALDI–

TOFMS). 
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Le test consiste en une incubation de la molécule candidate avec la totalité de la protéine cible, 

suivie d'une étape d'ultrafiltration. Le rétentat est ensuite directement analysé par MALDI-

TOFMS. Dans le cas d’un inhibiteur réversible, l’énergie du laser est suffisante pour casser la 

liaison faible existant entre le composé et la CDC25. Une fois cette liaison rompue, le ligand 

libre est ensuite détectable. Dans le cas des inhibiteurs irréversibles, afin de déterminer si le 

composé est lié de manière covalente à la cible, le rétentat est digéré par trypsination, puis le 

produit de digestion est analysé par la technique de l’empreinte peptidique de masse (peptide 

mass fingerprinting : PMF). Dans le cas d’un inhibiteur réversible, le site actif des CDC25 est 

détecté, tandis que dans le cas d’un inhibiteur irréversible, ce dernier masque le site actif qui 

n’est pas détecté. 

Ce travail collaboratif réalisé sur le composé SV37 et testé sur les isoformes A et C a permis de 

confirmer les résultats obtenus par la méthode enzymatique, validant ce test de criblage rapide 

permettant la détection du caractère réversible/irréversible des inhibiteurs de CDC25 à partir 

d'une préparation d'échantillon simple (Sibille et al. 2012).  

Evaluation du type d’inhibition 

Dans le cas d’un inhibiteur réversible, la fixation du composé à l’enzyme est non covalente. Ce 

type d’inhibition peut être compétitif, incompétitif ou mixte. Dans le but de déterminer ce type 

d’inhibition, une étude de la cinétique (Fig. 65) du comportement de CDC25A vis-à-vis du 

substrat 3-OMF-P en présence du composé SV37 a été réalisée. Les constantes KM, Vmax, Ki et 

Ki’ (respectivement, constantes de formation des complexes enzyme-inhibiteur et enzyme-

substrat-inhibiteur) ont été déterminées en présence de doses croissantes de ce composé. 
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Fig. 65. Représentation de la cinétique du complexe Enzyme-Substrat-Inhibiteur. S : substrat, I : inhibiteur, E : 

enzyme, Ki constante de formation du complexe enzyme-inhibiteur, Ki’ : constante de formation du complexe 

enzyme-substrat-inhibiteur 

Les représentations graphiques utilisées pour déterminer le type d’inhibition ont été adaptées 

d’après l’équation de Michaelis et Menten Vi= (Vmax. [S])/ ([S]+KM)   
     [ ]

[ ]   
 (Fig. 66) dans 

le cas d’une cinétique Enzyme-Substrat-Inhibiteur. La méthodologie employée est précisément 

décrite dans la section « Matériel et Méthodes I.3 ».  

  

Fig. 66. Représentation de Michaelis et Menten modélisant d’activité de la phosphatase CDC25 pour différentes 

concentrations de substrat 3-OMFP. N=3. 

En traçant la représentation graphique de Lineweaver-Burk (Fig. 67) nous obtenons directement 

KM, Vmax, α et α’ dont sont déduits Ki et Ki’ (Tab. 2). A partir de ces constantes nous en 

déduisons le type d’inhibition :  

- inhibition compétitive : lim [I]


∞ (Ki’) = ∞   [ ]  (   )    ; Vmax reste inchangé ; KM 

augmente ; 

- inhibition non compétitive :Ki = Ki’; Vmax diminue ; KM reste inchangé ; 

- inhibition mixte:        Ki ≠ Ki’; Vmax diminue ; KM augmente. 
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Fig. 67. Représentation de Lineweaver Burk modélisant l’activité de CDC25A pour différentes doses de 

l’inhibiteur SV37 en présence de différentes concentrations de substrat 3-OMFP. N=3. 

 

[SV37](µM) KM (µM) Vmax (UF/min) α α’ Ki (µM) Ki’ (µM) 
0 45.06 200 1 1 - - 
5 197.96 192.31 4.57 1.04 8.77 125 

10 270.32 158.73 7.55 1.26 1.53 38.46 
25 460.59 128.21 15.93 1.56 1.67 44.64 
Tab. 2. Valeur des constantes Ki et Ki’ (déduites de α et α’), KM et Vmax. 

Cette évaluation des caractéristiques cinétiques de l’enzyme nous permet de classer le composé 

SV37 parmi les inhibiteurs mixtes car nous observons que lorsque la dose d’inhibiteur augmente, 

KM augmente et Vmax diminue, ce qui indique que l’inhibiteur perturbe la liaison du substrat à 

l’enzyme mais aussi qu’une forte concentration de substrat n’est pas capable de déplacer 

l’inhibiteur de son site de fixation.  

Dans le cas d’une inhibition mixte, nous pouvons déterminer les liaisons préférentielles de 

l’inhibiteur à la forme libre de l’enzyme (Ki<<Ki’) ou à un complexe enzyme-substrat déjà 

formé (Ki>>Ki’). Or nous observons que Ki’>Ki ce qui suggère une liaison préférentielle mais 

non impérative de l’inhibiteur à la forme libre du substrat. Donc une fixation préférentielle 

lorsque le site catalytique est libre. Ces observations concordent avec les résultats obtenus pour 

l’isoforme B tronquée (site catalytique uniquement) et B complète, qui montraient une CI50 plus 

importante lorsque la chaine N-terminale était présente, ce qui suggère une fixation de 

l’inhibiteur sur un site allostérique, différent du site de liaison du substrat mais qui participe à sa 

liaison et/ou à sa catalyse. 
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D’une manière générale, on peut considérer qu’un composé irréversible aura un plus grand effet 

sur les cellules cancéreuses et non cancéreuses dans la mesure où sa fixation sera permanente. 

De la même manière, dans les cellules non cancéreuses périphériques à la tumeur et ne 

surexprimant pas CDC25, un inhibiteur réversible sera en principe moins toxique. Les 

inhibiteurs réversibles peuvent donc présenter un intérêt dans la limitation des effets délétères sur 

les cellules saines. 

Ce composé, de par ses qualités inhibitrices (faible CI50) et ses caractéristiques particulières 

d’inhibition mixte réversible, constitue un candidat intéressant pour la poursuite de tests sur les 

cellules. Nous avons donc poursuivi l’étude de ce composé dans les lignées cellulaires pour 

définir son potentiel thérapeutique et son mode d’action.  
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II. Etude des effets du composé SV37 sur les cellules 

tumorales et non tumorales 

Cette étude a été réalisée sur plusieurs lignées cellulaires comprenant : trois lignées issues de 

carcinome mammaire humain (MCF-7, MDA-MB-231 et VCR-Res : dérivée de cellules MCF-7 

résistantes aux traitements anticancéreux) ; une lignée issue d’hépatocarcinome humain (HEP-

G2) et une lignée de cellules mammaires immortalisées (hTERT-HME1). 

1. Evaluation du caractère cytostatique/cytotoxique 

Nous nous sommes intéressés dans un premier temps à l’effet du composé SV37 et de ses sous-

parties coumarinique et quinonoïque sur la croissance cellulaire évaluée à l’aide du test MTT. 

Les CI50 obtenues sur les lignées cellulaires (Tab. 3) concordent avec celles obtenues in vitro. En 

effet, la sous-partie 7-méthoxycoumarine-4-thiol inhibe peu ou pas la croissance des cellules 

tandis que la sous-partie naphtoquinone et le composé SV37 présentent des CI50 aux environ de 5 

à 10 µM pour les meilleures. Ces résultats suggèrent que la partie quinonoïque du composé est 

principalement responsable de la diminution de la croissance cellulaire dans ces lignées, ce qui 

concorde avec l’inhibition des CDC25 in vitro. 

Le composé SV37 semble peu actif sur la lignée HepG2. Ceci peut s’expliquer par le fait que la 

lignée HepG2 possède la plupart des fonctions hépatocellulaires, et notamment la plupart des 

enzymes métaboliques de phase II (Westerink & Schoonen 2007) nécessaires à la conjugaison et 

à l’élimination des quinones (Ishihara & Shimamoto 2007 ; Ishihara et al. 2011). Cette lignée est 

d’ailleurs largement employée comme modèle pour les études de cytotoxicité hépatique 

(Knasmüller et al. 2004 ; Mersch-Sundermann et al. 2004). Par ailleurs, la lignée non cancéreuse 

hTERT-HME1 semble être plus résistante au composé SV37 que les lignées de carcinome 

mammaire. Ceci peut suggérer une bonne tolérance des cellules non cancéreuses vis-à-vis de ce 

composé. De plus, la lignée VCR-Res présente une sensibilité comparable à celles des lignées de 

carcinome mammaire ce qui constitue un résultat intéressant car cette lignée est connue pour sa 

multi-résistance à plusieurs agents anticancéreux (ex. vincristine, adryamycine, cisplatine, 

étoposide, Osbild et al. 2006 ; Whelan et al. 1992).  
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Lignée 
cellulaire 

SV37 
CI50 ( µM) 

Naphtoquinone  
CI50 ( µM) 

7-méthoxycoumarine-4-thiol 
CI50 ( µM) 

MCF-7 11,2 ±0,7 6,2 ±0,2 >100 
MDA-MB-231 9,5 ±1,0 6,8 ±0,4 69,8 ±4,6 

VCR-Res 12,8 ±1,9 18,9 ±0,5 ND 
hTERT-HME1 18,1 ±1,3 5,8 ±0,5 ND 

Hep G2 65,4 ±4,7 32,8 ±2,3 ND 
Tab. 3. CI50 des composés SV37, naphtoquinone ou 7-methoxycoumarine-4-thiol pour les lignées MCF-7, MDA-

MB-231, VCR-Res, hTERT-HME1 et Hep G2 

Nous nous sommes ensuite intéressés à la nature de cette inhibition de croissance par SV37 dans 

les lignées MCF-7 et MDA-MB-231. Grâce à un test d’exclusion au bleu de trypan nous avons 

pu déterminer si ce composé était cytostatique ou cytotoxique. Les courbes de CI50 des lignées 

MCF-7 et MDA-MB-231 (Fig. 68) nous ont permis de choisir une valeur proche de la CI50 des 

deux lignées (10 µM) et une proche de la CI75 des deux lignées (25 µM) pour réaliser les tests de 

cytotoxicité/cytostaticité.  
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Fig. 68. Courbe de CI50 du composé SV37 pour MCF-7 (rouge) et MDA-MB-231 (bleu). Modélisation réalisée 

avec Graphpad Prism d’après une interpolation non linéaire par la méthode des moindres carrés. N=3. 
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Les courbes de population des cellules viables et non viables (Fig. 69) montrent un effet 

cytostatique pour MCF-7 à la concentration de 10 µM (valeur proche de la CI50). En effet, le 

nombre de cellules mortes n’augmente pas par rapport au témoin à cette dose, alors que la 

population totale ne croit pas aussi rapidement que dans le témoin. En revanche, à la 

concentration de 25 µM (valeur proche de la CI75), nous observons une nette augmentation de la 

mortalité dès 12h de traitement. Pour MCF-7 nous observons donc un effet dose dépendant, 

cytostatique à la concentration de10 µM et cytotoxique au-delà. 

Pour la lignée MDA-MB-231, nous observons un fort effet cytotoxique pour une concentration 

de 10 µM dès 24h de traitement, et dès 12h de traitement pour une concentration de 25 µM. Ces 

résultats suggèrent un mode d’action du composé SV37 différent selon la lignée cellulaire 

utilisée.  

Cette différence de comportement peut éventuellement être liée aux mécanismes moléculaires 

spécifiques à chaque lignée. En effet, la lignée MCF-7 est déficiente en caspase 3 (Jänicke et al. 

1998) à l’inverse de la lignée MDA-MB-231. L’absence de caspase 3 contribue clairement à la 

résistance aux composés chimiques en altérant l’exécution de la réponse apoptotique, bien que sa 

présence ne soit pas indispensable au déclenchement de l’apoptose (Jänicke et al. 1998 ; Blanc et 

al. 2000). Par ailleurs, les lignées MCF-7 et MDA-MB-231 présentent un statut ER/PR 

différent : la lignée MCF-7 est ER+/PR+/HER2- et à l’inverse la lignée MDA-MB-231 est ER-

/PR-/HER2- (Subik et al. 2010 ; Papanikolaou et al. 2009). Un lien entre ces différences et la 

sensibilité des cellules aux agents chimique a été suggéré par plusieurs études qui montrent que 

les lignées ER négatives sont plus sensibles aux agents chimiothérapeutiques que les lignées ER 

positives (Berry et al. 2006 ; Sui et al. 2007 ; Brady-West & McGrowder 2011). Nos résultats 

soutiennent donc cette thèse. 

 
  



RESULTATS ET DISCUSSION - Etude des effets du composé SV37 sur les cellules tumorales et non tumorales  

 

-94- 

 

 

Fig. 69. Population cellulaire viable et non viable des lignées MCF-7 (haut) et MDA-MB-231 (bas) traitées avec 

une concentration de 10 ou 25 µM de compose SV37 ou avec du DMSO. Les cellules viables (gauche) et non 

viables (droite) ont été comptées par microscopie après coloration au bleu de trypan. La significativité est calculée 

par rapport au contrôle DMSO correspondant. N=3. 

En plus des tests de viabilité en bleu de trypan, le suivi en microscopie des cellules traitées 

(système Incucyte) montre des altérations cellulaires caractéristiques d’une mort cellulaire dans 

les cellules MDA-MB-231. Les changements morphologiques (condensation nucléaire, 

apparition de vésicules, dislocation de la membrane) apparaissent dès 8h de traitement à une 

concentration de 10 µM (Fig. 70). Ces changements suggèrent la mort cellulaire dans cette 

lignée. En ce qui concerne les cellules MCF-7, un arrêt de la prolifération a été observé, il est 

accompagné par des changements morphologiques dès 16h de traitement (Fig. 71), puis les 

cellules restent dans le même état pendant au moins 64h. Ces résultats concordent avec les 

résultats obtenus par coloration au bleu de trypan qui montrent un effet cytotoxique dans les 

cellules MDA-MB-231 et cytostatique dans les cellules MCF-7. 
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Contrôle      Traitement 

Fig. 70. Observation microscopique des cellules MDA-MB-231 traitées par SV37 à une concentration 10 µM 

pendant 24h 

 

   
Contrôle     Traitement 

Fig. 71. Observation microscopique des cellules MCF-7 traitées par SV37 à une concentration de 10 µM pendant 

64h. 

2. Analyse du cycle cellulaire dans la lignée MCF-7 

Nous nous sommes intéressés à l’effet cytostatique du composé sur la lignée MCF-7. Afin de 

confirmer un arrêt de la croissance, une analyse du cycle cellulaire par cytométrie en flux a été 
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réalisée. Les cellules MCF-7 ont été mises en contact pendant 48h avec le composé SV37 à une 

concentration de 10 µM. Les résultats montrent une augmentation de la proportion de cellules en 

phase G0/G1 par rapport aux témoins, et ce, dès 12h de traitement. Parallèlement à cette 

accumulation, nous observons une chute de la proportion des cellules en phase S et G2/M. Ces 

résultats suggèrent un arrêt du cycle cellulaire après le traitement, confirmé par l’effet 

cytostatique observé en microscopie. 

 

Fig. 72. Répartition des cellules dans les différentes phases du cycle G0/G1 (bleu), S(vert) et G2/M (rouge) pour 

différents temps dans les cellules témoins non traitées (à gauche) et traitées (à droite). N=3. 

L’arrêt du cycle cellulaire observé semble peu important en comparaison avec les résultats 

obtenus avec le bleu de trypan qui montrent un arrêt massif de la croissance. Compte tenu du fait 

que le composé SV37 est capable d’inhiber les trois isoformes de CDC25 in vitro, nous pouvons 

supposer qu’une telle inhibition induirait un blocage dans toutes les phases du cycle dans les 

cellules (dans l’éventualité d’une inhibition des trois isoformes de CDC25 dans la cellule). Cet 

arrêt serait donc difficilement visible lors de l’analyse.  

Une synchronisation des cellules avant traitement pourrait permettre de dégager des informations 

plus claires de cette analyse du cycle. Nous nous sommes donc appliqués à choisir une méthode 

de synchronisation efficace pour les cellules MCF-7. 

3. Evaluation des méthodes de synchronisation cellulaire 

Il existe de nombreuses méthodes de synchronisation cellulaire (Ashihara & Baserga 1979 ; Tate 

2005 ; Schorl & Sedivy 2007). Ces techniques sont hautement dépendantes de la lignée cellulaire 

utilisée et des conditions de culture employées. Il convenait donc d’adapter les méthodes à nos 

lignées. 
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 Etant donné la multitude d’agents existants et le peu de détails quant à leurs effets, nous avons 

choisi le nocodazole, un agent couramment reporté dans la littérature pour la synchronisation de 

la lignée MCF-7 (Wang et al. 1997 ; Blajeski et al. 2002 ; Jiao et al. 2007 ; Woeller et al. 2007). 

Cet agent est un inhibiteur de l’assemblage des microtubules et donc capable d’arrêter les 

cellules en phase G2/M. Dans la cellule, le nocodazole se lie directement à la tubuline, et induit 

un changement de conformation spatiale de cette dernière, ce qui la rend plus exposée aux 

espèces radicalaires. Cette exposition induit la dépolymérisation des dimères de tubuline. 

Les protocoles de la littérature présentent des doses et des temps d’incubation très variables qui 

vont de 12h à 24h et de 10 à 400 ng.mL
-1

 de nocodazole. Aucune méthode consensuelle n’est 

décrite spécifiquement pour cet agent et aucun test de cytotoxicité ou de vérification de la 

synchronisation n’a été décrit dans la littérature. Nous avons donc choisi dans un premier temps 

de réaliser des tests approfondis pour déterminer la dose optimale, les effets cytotoxiques 

éventuels et la durée effective de la synchronisation. 

La viabilité cellulaire pour différentes doses et temps de traitement a été estimée après coloration 

au bleu de trypan (Fig. 73). Les résultats montrent une faible toxicité du nocodazole (viabilité 

supérieure à 80%) même à de fortes doses. L’étude de la population totale montre un fort effet 

cytostatique dose dépendant. Ces deux résultats suggèrent un arrêt du cycle cellulaire sans 

mortalité.  

 

Fig. 73. Pourcentage de viabilité cellulaire (gauche) et population totale (droite) des cellules MCF-7 traitées par 

différentes doses de nocodazole et différents temps après le retrait du nocodazole. N=3. 

Par ailleurs, les observations microscopiques montrent un arrondissement des cellules traitées 

caractéristique du phénomène de pseudo-détachement mitotique (Fig. 74). 
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(1)            (2) 

Fig. 74. Observation microscopique des cellules MCF-7non traitées (1) et traitées (2) par le nocodazole à 50 

ng/mL 

L’analyse de la répartition des cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire (Fig. 75) 

montre une forte accumulation de la population en phase G2/M pour des doses qui vont de 25 à 

300ng/mL après retrait du nocodazole. Toutefois, dès 24h après le retrait du nocodazole, les 

cellules ne sont plus synchronisées dans une même phase du cycle, et les populations retrouvent 

une distribution semblable à celle du témoin. Cette observation montre que la synchronisation ne 

dure pas plus d’un cycle cellulaire, il apparaît donc impossible d’utiliser cette technique dans ces 

conditions pour synchroniser les cellules MCF-7. 

 

Fig. 75. Analyse de la répartition des cellules dans les différentes phases du cycle (en pourcentage par rapport à 

la totalité des cellules), pour les différentes concentrations en nocodazole et différents temps après le retrait du 

nocodazole. N=3. 

Nous pouvons supposer que les cellules ne sont pas arrêtées exactement au même stade de la 

phase G2/M dans la mesure où l’inhibition des microtubules affecte les cellules du début de la 
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phase G2 à la fin de la phase M. Il est probable que cette différence soit suffisamment importante 

pour que les cellules ne reprennent pas tout à fait simultanément le cours de leur cycle après 

élimination du nocodazole. 

Afin de palier ce défaut, nous avons essayé de combiner la technique de synchronisation 

chimique par le nocodazole, à une technique physique : le shake-off ou technique du 

détachement mitotique (Terasima & Tolmach 1963 ; Taylor et al. 1983). Cette technique repose 

sur la propriété de pseudo-détachement des cellules en mitose. En effet, lors de la mitose, les 

cellules ont tendance à relâcher leur attachement au support et à être moins fermement adhérées 

à ce dernier. En réalisant une succession de secousses sur le support, il est possible de détacher 

ces cellules et d’obtenir ainsi des cellules uniquement en phase M. Dans un premier temps, nous 

avons réalisé un traitement avec le nocodazole pour enrichir la population en phase G2/M, puis 

les cellules en phase M ont été récupérées et mises en culture. Elles sont donc a priori toutes 

synchrones. 

L’analyse de la répartition des cellules dans les différentes phases du cycle après traitement par 

le nocodazole, puis récupération par shake-off (Fig. 76), montrent que la quasi-totalité des 

cellules se trouve bien en phase G2/M. Toutefois 24h après retrait du nocodazole, nous pouvons 

observer une désynchronisation et les cellules se répartissent dans les phases du cycle jusqu’à 

retrouver le profil type du contrôle. 

Ce phénomène peut s’expliquer par une désynchronisation des cellules après le passage en phase 

G1. Ce phénomène a déjà été observé dans la littérature, et le maintien de la synchronisation est 

parfois controversé car la plupart des méthodes ne permettent pas de synchroniser plus de 2 à 3 

cycles cellulaires consécutifs (Keyomarsi et al. 1991). Nous assistons parfois à une 

désynchronisation des cellules lors du passage en phase G1, toutefois bien peu d’études 

s’assurent de la pérennité de la synchronisation avant de l’employer, il nous est donc difficile de 

comparer nos résultats avec la littérature. 



RESULTATS ET DISCUSSION - Etude des effets du composé SV37 sur les cellules tumorales et non tumorales  

 

-100- 

 

 

Fig. 76. Répartition des cellules MCF-7 dans les différentes phases du cycle pour des cellules non traitées 

(gauche) et traitées (droite) par le nocodazole et différents temps après le retrait du nocodazole. N=2. 

Ces résultats peu encourageants ne nous permettent pas d’utiliser une telle méthode pour 

synchroniser les cellules MCF-7 afin de vérifier si l’arrêt du cycle induit par le composé SV37 

intervenait uniquement en phase G0/G1. 

4. Analyse de la mort cellulaire dans la lignée MDA-MB-231 

Nous avons poursuivi notre étude en mettant l’accent sur l’analyse de l’effet cytotoxique du 

composé SV37 sur la lignée MDA-MB-231 dans le but d’étudier les mécanismes mis en jeu lors 

de ce traitement. Dans un premier temps, nous avons vérifié la présence ou l’absence de 

marqueurs de l’apoptose. Par une analyse du contenu protéique cellulaire par la technique du 

western blotting, nous avons vérifié la présence des marqueurs pour différents temps de 

traitements à la CI50 dans les cellules MDA-MB-231.  

Nous avons observé un clivage des procaspase 3 et 7 (Fig. 77) qui intervient dès 16h de 

traitement et indique l’activation de la cascade apoptotique. Ces caspases effectrices sont la cible 

des caspases initiatrices de l’apoptose. Elles sont activées après le relargage de cytochrome c de 

la mitochondrie et l’activation des caspases initiatrices dans le cas d’une apoptose intrinsèque, ou 

suite à l’activation de la voie extrinsèque par des signaux externes (Fig. 78). L’apparition de ce 

clivage coïncide avec les observations réalisée en vidéo-microscopie, indiquant des changements 

morphologiques conduisant à la destruction de la cellule. 
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Fig. 77. Etude du clivage des caspases 3 et 7 par Western blotting après traitement des cellules MDA-MB-231 

avec une concentration de 10 µM de composé SV37 pour différents temps. La procaspase 3 présente une masse de 

30kDa et ses formes clivées présentent une masse de 11, 17 et 20kDa. La procaspase 7 présente une masse de 35 

kDa et ses deux formes clivées présentent une masse de 20 et 30 kDa. La β-actine est utilisée comme témoin de 

chargement, elle présente une masse de 42 kDa. 

 

 

Fig. 78. Voies apoptotique intrinsèque et extrinsèque. 
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Le composé SV37 est donc capable d’induire la voie apoptotique dès 16h de traitement à la CI50. 

Les mécanismes liés au déclenchement de cette apoptose ont été étudiés, dans un premier temps 

nous nous sommes intéressés à la génération d’espèces réactives de l’oxygène, puis nous avons 

étudiés les dommages à l’ADN, et enfin nous avons analysé le statut pCDK des cellules. 

5. Evaluation de la génération d’Espèces Réactives de l’Oxygène : 

ERO 

Compte tenu de la nature quinonoïque du composé SV37, nous nous sommes intéressés à sa 

capacité de générer des ERO par un cycle redox (cf. contexte scientifique, inhibiteurs de CDC25, 

Inhibiteurs à structures quinonoïques). La présence d’ERO pourrait être lié à la mort cellulaire 

observée dans la lignée MDA-MB-231, ou responsable de l’inhibition des CDC25, comme cela a 

déjà été décrit dans la littérature (Contour-Galcera et al. 2007 ; Beillerot et al. 2012).  

Nous avons donc étudié la génération éventuelle d’ERO dans les cellules MDA-MB-231 mais 

aussi MCF-7, juste après la mise en contact avec le composé. La détection a été réalisée grâce à 

la sonde H2DCFDA (Dichloro-dihydro-fluorescein diacetate) capable de détecter les espèces 

réactives oxygénées et nitrées en cytométrie de flux (Fig. 79). Nous observons une induction 

significative d’ERO dès 5 minutes de traitement dans les deux lignées (Fig. 80), et maximale 10 

à 20 minutes après le début du traitement. Ces résultats suggèrent une induction d’ERO 

transitoire courte.  

 
Fig. 79. Détection des espèces réactives de l'oxygène par la sonde H2DCFDA. 
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Fig. 80. Détection des ERO dans les cellules MDA-MB-231 et MCF-7, non traitées (DMSO) et traitées par le 

composé SV37 à une concentration 10 µM. La mesure du signal de fluorescence de la sonde H2DCFDA permet 

d’estimer le taux d’ERO présentes en comparaison avec le témoin. N=3. 

En parallèle de ces essais sur les ERO, nous avons voulu vérifier si une partie du signal observé à 

l’aide de la sonde H2DCFDA résultait d’espèces réactives nitrées (ERN). Ces espèces nitrées 

sont détectables par la sonde DAF2DA en cytométrie de flux. Les résultats obtenus (Fig. 81) 

montrent un signal d’ERN comparable au témoin dans la lignée MDA-MB-231. Nous pouvons 

en déduire que les espèces réactives nitrées constituent une part négligeable ou nulle du signal. 

 

Fig. 81. Réaction de la sonde DAF2DA avec les espèces réactives nitrées (gauche). Détection des espèces réactives 

oxygénées (sonde H2DCFDA) et nitrées (sonde DAF2DA) dans les cellules MDA-MB-231 non traitées et traitées 

par le composé SV37 à une concentration 10 µM pendant 15 minutes (droite). La mesure du signal de 

fluorescence de la sonde H2DCFDA permet d’estimer le taux d’espèces réactives oxygénées et nitrées, tandis que la 

sonde DAF2DA permet d’estimer le taux d’espèces réactives nitrées. N=3. 

Afin de détecter la présence d’anions superoxides potentiellement induits par le composé (non 

détectables par la sonde H2DCFDA), nous avons employé la sonde Redox Sensor Red. Lors de 
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ces essais, nous avons associé le traitement SV37 à un prétraitement avec la N-Acétyl-Cystéine 

(NAC). Ce composé constitue un important donneur de groupement thiols, susceptibles de réagir 

avec les ERO et les neutraliser. Il est de plus capable d’augmenter la concentration de GSH 

intracellulaire. Les résultats indiquent un très fort signal d’ERO généré par le traitement SV37 à 

une concentration de 10 µM pendant 15 minutes (Fig. 82). Proportionnellement, ce signal est 

trois fois plus important que celui détecté avec la sonde H2DCFDA ce qui suggère une quantité 

importante d’anions superoxydes dans les ERO détectés. Par ailleurs, le prétraitement par la 

NAC inhibe la totalité des ERO émis indiquant une forte réaction des thiols libres avec les ERO 

émis par le composé. 

  

Fig. 82. Détection des ERO par la sonde Redox Sensor Red dans la lignée MDA-MB-231. Les cellules ont été 

traitées par le composé SV37 à la concentration de 10 µM ou par le peroxyde d’hydrogène à une concentration de 

500 µM, en présence ou en absence d’un prétraitement de 4 heures par la NAC à 10mM. N=3. 

Nous avons vérifié les effets du traitement SV37 avec ou sans prétraitement par la NAC sur la 

croissance des cellules MDA-MB-231 par vidéo-microscopie. Nous observons que les cellules 

prétraitées avec la NAC puis traitées par le composé SV37 présentent une croissance restaurée 

en comparaison avec les cellules traitées seulement par SV37, dont la croissance était nulle (Fig. 

83). Cette restauration suggère que les ROS induits par le composé SV37 sont directement à 

l’origine de l’arrêt de croissance des cellules. 
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Fig. 83. Croissance des cellules MDA-MB-231 prétraitées par la NAC. Les cellules ont été prétraitées 4h par la 

NAC à 10mM, puis le traitement SV37 à une concentration de 10 µM a été appliqué. La confluence a été déterminée 

par le système de vidéo-microscopie Incucyte.  

Nous avons donc démontré que le composé SV37 est capable d’induire des ERO dès sa mise en 

contact avec les cellules MDA-MB-231. Cette génération d’ERO peut être contrée par un 

prétraitement avec la NAC qui permet aussi la restauration de la croissance cellulaire. Le 

mécanisme d’inhibition des cellules MDA-MB-231 semble donc être lié à la génération d’ERO, 

et par extension, au cycle redox des quinones. 

6. Etude des dommages à l’ADN 

Dans le but d’approfondir la compréhension du mécanisme lié à la mort des cellules MDA-MB-

231, nous avons étudié les marqueurs de la fragmentation de l’ADN : le clivage de la Poly-

(ADP-ribose) polymérase (PARP) et la phosphorylation des histones H2A. La PARP, enzyme de 

réparation de l’ADN, est l’une des premières cibles des caspases 3 et 7, ces dernières étant 

capables d’y reconnaitre un site de clivage particulier. L’histone H2AX est quant à elle 

phosphorylée par les kinases de la famille ATR/ATM en réponse à des dommages de l’ADN. 

Ces dommages interviennent suite à la libération des protéines AIF (Apoptosis Inducing Factor) 

lors de la rupture de la membrane mitochondriale dans le processus apoptotique intrinsèque ou 

suite à l’activation des ADNases CAD (Caspase Activated DNases) par les caspases. Ces 

protéines sont responsables de la fragmentation de l’ADN et la condensation de la chromatine, 

elles interviennent en fin de processus apoptotique (Fig. 84). 
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Fig. 84. Implication des ROS dans la phosphorylation de l’histone H2A et le clivage de la PARP lié aux 

dommages à l’ADN.  

Nous observons un clivage de la PARP (Fig. 85) et une phosphorylation des histones H2A.X dès 

16h, ce qui indique des dommages à l’ADN. Ces observations sont concomitantes avec le 

clivage des caspases, ce qui suggère que les dommages de l’ADN résultent de la cascade 

apoptotique induite par le composé SV37 dans la lignée MDA-MB-231. 

 

Fig. 85. Etude du clivage de la PARP et de la phosphorylation de l’histone H2A.X par western blotting après 

traitement des cellules MDA-MB-231 avec une concentration de 10 µM de composé SV37 pour différents temps. 

La PARP entière présente une masse de 116 kDa et sa forme clivée 89 kDa, la forme phosphorylée de l’histone 

H2A.X (γ) présente une masse de 15 kDa. La β-actine est utilisée comme témoin de chargement pour la PARP, elle 

présente une masse de 42 kDa, l’histone H2A.X est utilisée comme témoin pour sa forme phosphorylée γH2AX, elle 

présente la même masse que cette dernière. 

Le clivage de PARP et la phosphorylation de l’histone H2A.X sont observés au même moment 

que le clivage des caspases 3 et 7, indiquant que des dommages à l’ADN interviennent à la suite 

de la cascade apoptotique. L’émission d’ERO, intervenant dans la première heure de traitement, 
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ne semble donc pas directement responsable des dommages à l’ADN compte tenu du temps de 

déroulement des évènements, on ne peut toutefois pas exclure complètement cette possibilité 

7. Evaluation du statut CDK/pCDK dans les lignées MDA-MB-

231  

Afin d’évaluer l’impact du traitement sur les phosphatases CDC25 intracellulaires, nous avons 

évalué l’état de phosphorylation des CDK dans les cellules MDA-MB-231 après traitement, 

grâce à la technique du western blotting. L’état de phosphorylation des CDK découle 

directement de l’activité des phosphatases CDC25. Cette méthode constitue donc un moyen 

indirect mais très utile pour déterminer leur inhibition. 

Nous observons une augmentation de la phosphorylation des CDK1 et CDK2 après 4h et 8h 

traitement (Fig. 86), ce qui suggère une inhibition des phosphatases CDC25 dans les cellules par 

le composé SV37. 

(A) 

 
(B) 

 

Fig. 86. Etude de la phosphorylation des CDK1 et CDK2 après traitement des cellules MDA-MB-231 avec une 

concentration de 10 µM de composé SV37 pendant différents temps. (A) Western blotting : les pCDK présentent 

une masse de 33 kDa. La β-actine est utilisée comme témoin de chargement, elle présente une masse de 42 kDa. (B) 

Ratios pCDK1/β-actine et pCDK2/β-actine des westerns blotting présentés ci-avant. Les ratios obtenus pour les 

cellules traitées sont normalisés par rapport à leurs témoins respectifs non traité. N=3. 
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Dans le but de vérifier l’existence d’un lien entre la génération d’ERO et l’inhibition des CDC25 

dans la cellule, nous avons analysé la phosphorylation des CDK1 et 2 dans des cellules 

prétraitées pendant 4h avec la NAC à 10mM, puis traitées par SV37 15min à une concentration 

de 10 µM. Les résultats montrent qu’un prétraitement par la NAC empêche l’accumulation des 

formes phosphorylées des CDK dans la cellule (Fig. 87). Ce résultat nous permet de supposer un 

lien direct entre la présence d’espèces réactives de l’oxygène, et l’inhibition des CDC25. 

(A) 

 (B) 

 

Fig. 87. Etude de la phosphorylation des CDK1 et CDK2 prétraitées par la NAC, puis traitées avec une 

concentration de 10 µM de composé SV37 pendant 4h. Les p-CDK présentent une masse de 33 kDa. (A) Western 

blotting : les pCDK présentent une masse de 33 kDa. La β-actine est utilisée comme témoin de chargement, elle 

présente une masse de 42 kDa. (B) Ratios pCDK1/β-actine et pCDK2/β-actine des westerns blotting présentés ci-

avant. Les ratios obtenus pour les cellules traitées sont normalisés par rapport à leurs témoins respectifs non 

traités. N=3. 
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8. Conclusion sur les effets intracellulaires 

L’ensemble des évènements qui interviennent dans les cellules MDA-MB-231 après le 

traitement par le composé SV37 est résumé dans la figure ci-après (Fig. 88). 

 

Fig. 88. Ligne des évènements intervenant après traitement des cellules MDA-MB-231 par une concentration de 

10 µM de composé SV37 

L’ensemble des résultats de cette partie nous permet de proposer un mode d’action du composé 

SV37 dans les cellules MDA-MB-231 (Fig. 89). L’accumulation des pCDK intervient 4h après 

l’émission d’espèces réactives de l’oxygène, nous pouvons émettre l’hypothèse que les 

phosphatases CDC25 ont été inhibées par les EROs et/ou directement par le composé comme 

c’est le cas in vitro. Cette inhibition des phosphatases CDC25 empêche la déphosphorylation de 

leur substrat CDK. Cette déphosphorylation étant nécessaire pour le passage entre les différentes 

phases du cycle cellulaire, nous devrions observer un arrêt du cycle cellulaire. Cependant, il n’est 

pas possible de constater un arrêt du cycle dans la mesure où la mort cellulaire est induite dès 

16h de traitement, un temps trop court pour que les cellules s’accumulent dans une ou l’autre 

phase du cycle. Nous pouvons supposer que l’inhibition des CDC25 et l’accumulation des pCDK 

dans la cellule conduit à l’apoptose. Néanmoins, les analyses réalisées n’en donnent pas la 

preuve formelle, les relations de cause à effet entre ces deux évènements étant difficiles à établir. 
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Fig. 89. Représentation du mode d’action hypothétique du composé SV37sur les cellules MDA-MB-231
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Dans le cadre du développement récent de nouvelles thérapies, les phosphatases CDC25 sont 

apparues comme des cibles thérapeutiques potentielles. Elles constituent des éléments clés du 

cycle cellulaire, sont souvent surexprimées dans les cancers et leur surexpression est liée à un 

mauvais pronostic du cancer associé. Dans un contexte de recherche d’inhibiteurs innovants, 

nous avons étudié plusieurs classes de composés et leur mécanisme d’action sur les 

phosphatases CDC25. Nous nous sommes aussi intéressés à leur mécanisme d’action 

cellulaire dans deux lignées d’adénocarcinome mammaire humain. 

Dans un premier temps, nous avons donc exprimé des protéines recombinantes CDC25 afin 

d’obtenir un stock protéique suffisant pour réaliser l’étude du mode d’action des composés in 

vitro. Les trois isoformes complètes des CDC25 ont été exprimés et purifiés, ainsi qu’une 

forme partielle de l’isoforme B qui contient uniquement son site actif. L’étude de l’inhibition 

sur une forme tronquée et non tronquée de CDC25 permet d’apporter des précisions 

supplémentaires concernant le mode d’action de l’inhibiteur. Un criblage a ensuite été réalisé 

sur 6 séries d’inhibiteurs différentes qui comprennent des dérivés stéroïdiens, thiophéniques, 

coumariniques et quinonoïques.  

Parmi ces six classes de composés trois ont plus particulièrement retenu notre attention. Les 

dérivés coumariniques SV 1 à 20 se sont révélés être inhibiteurs des CDC25, bien que leur 

action inhibitrice ne soit pas aussi importante que les inhibiteurs les plus puissants de la 

littérature (CI50 de 20 µM pour le meilleur composé de cette série). Par contre, ce sont des 

structures intéressantes pour le développement de nouveaux inhibiteurs. En effet, c’est la 

première fois que des coumarines sont reportées en tant qu’inhibiteurs de CDC25, de plus 

cette classe de molécules est peu toxique pour l’homme qui en ingère plusieurs centaines de 

milligrammes dans son alimentation quotidienne (régime occidental). 

Nous avons aussi montré qu’une série de dicoumarines polysoufrés (SV 25, 28 et 29) présente 

des capacités intéressantes d’inhibition des phosphatases CDC25 avec une inhibition 

dépendante du nombre d’atome de souffre présents. Ces résultats corroborent une précédente 

étude du laboratoire qui met en évidence l’importance du nombre d’atome de soufre dans la 

capacité d’inhibition des CDC25 par des dérivés diallyls et dipropyl sulfures (Viry et al. 

2011). 
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Finalement une dernière série de composés quinone-coumarines (série SV37 et composés 

XU) a été testée et nous a permis d’obtenir une inhibition puissante des CDC25 (CI50 égale à 

0,1 µM pour le plus puissant). Au cours de l’étude des structures des composés de cette série, 

nous avons montré que la présence d’un groupement supplémentaire sur la partie quinone du 

composé affectait ses capacités inhibitrices. En revanche, l’addition de groupement sur la 

partie coumarine améliore sensiblement les capacités inhibitrices du composé. Ces 

observations soulignent l’importance de la comparaison des résultats d’inhibition avec les 

structures des composés afin de créer, à l’avenir, des structures encore plus adaptées à 

l’inhibition des CDC25. Pour cela, une étude in silico est nécessaire. Une équipe italienne de 

l’Université de Rome (Pr Rino Ragno, Sapienza - Università degli Studi di Roma) souhaite 

collaborer avec notre laboratoire pour mettre en place un test de criblage. Dans cette optique, 

la transmission des résultats déjà obtenus sur nos inhibiteurs permettra de constituer une base 

solide pour le criblage. 

Une étude plus poussée du composé SV37, membre de la série des coumarine-quinone, a 

révélé une fixation réversible sur les CDC25 A et C avec un mode d’inhibition mixte. De 

plus, les expériences menées sur les formes partielles et complètes de la phosphatase 

CDC25B, ainsi que l’analyse du mode d’inhibition suggèrent une fixation de l’inhibiteur sur 

un site allostérique, différent du site de liaison du substrat mais qui participe à sa liaison et/ou 

à sa catalyse. Ces observations soulignent la fixation particulière de cet inhibiteur, une étude 

in silico des interactions possibles entre ce composé et les phosphatases CDC25 apportera 

plus d’informations complémentaires concernant la façon dont ce composé inhibe les 

phosphatases.  

Nous avons montré que le composé SV37, sélectionné pour étudier ses effets au niveau 

cellulaire, est capable d’inhiber la croissance de plusieurs lignées cancéreuses sensibles et 

résistantes aux agents chimiothérapeutiques (MCF-7, MDA-MB-231, VCR-Res et HepG2). 

La résistance de la lignée non cancéreuse hTERT-HME1 vis-à-vis du composé SV37, en 

comparaison avec les lignées de carcinome mammaire, suggère une bonne tolérance des 

cellules non cancéreuses vis-à-vis de ce composé. De plus, la sensibilité de la lignée VCR-Res 

est comparable à celles des lignées de carcinome mammaire, ce qui suggère que cette lignée 

multi-résistante à plusieurs agents anticancéreux est sensible à l’inhibition par ce type de 

composés. 
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En s’intéressant a l’inhibition dans les lignées de carcinome mammaire, nous avons observé 

que le composé semblait agir selon deux modes d’action distincts dans les cellules MCF-7 et 

MDA-MB-231. Le composé induit respectivement un effet cytostatique et un effet 

cytotoxique pour une concentration proche de la CI50 des deux lignées (10 µM).  

L’observation d’un potentiel cytostatique dans la lignée MCF-7 a pu être reliée à un arrêt du 

cycle cellulaire en phase G0/G1. Ceci suggère une inhibition des CDC25 dans la cellule. Une 

étude du cycle cellulaire après synchronisation des cellules nous aurait permis de dégager des 

informations plus précises sur l’arrêt du cycle observé, qui devrait intervenir dans chacune des 

phases si chacune des isoformes de CDC25 est inhibée. N’ayant pas réussi à mettre au point 

une méthode de synchronisation cellulaire efficace avec le nocodazole dans la mesure où les 

cellules se désynchronisaient lors de leur passage en phase G0/G1, d’autres méthodes doivent-

être envisagées. Pour contourner le passage immédiat des cellules en phase G1, il est possible 

de travailler avec un agent de synchronisation qui bloque les cellules en fin de phase G1, et 

d’utiliser la technique « block and release » qui consiste en la synchronisation des cellules 

avec un agent chimique dans la phase qui précède celle d’intérêt, puis attendre que les cellules 

atteignent la phase du cycle à étudier. A cet effet, l’utilisation de thymidine peut être 

envisagée pour bloquer la synthèse des nucléotides et arrêter les cellules en fin de phase G1 ou 

en début de phase S. 

La cytotoxicité du composé SV37 dans les cellules MDA-MB-231 résulte du déclenchement 

de la cascade apoptotique. La différence de cytotoxicité qui existe entre les cellules MCF-7 et 

MDA-MB-231 peut en partie s’expliquer par la déficience en caspase 3 de la lignée MCF-7, 

toutefois cette déficience n’explique pas à elle seule une telle différence. Le statut 

ER/PR/PGR différentiel de ces deux lignées peut influencer la résistance au composé SV37.  

Les observations réalisées nous indiquent que le déclenchement de l’apoptose dans la lignée 

MDA-MB-231 intervient après l’accumulation des complexes phospho-CDK 1 et 2, cette 

accumulation intervient elle-même après l’émission d’un stress oxydant par le composé, 

quelques minutes après l’induction du traitement. Nous pouvons alors émettre l’hypothèse 

d’un mode d’action du composé. De par sa nature quinonoïque, le composé SV37 est capable 

de réaliser le cycle redox des quinones et de libérer des ERO, ces dernières sont susceptibles 

de réagir avec la cystéine du site catalytique des CDC25, et d’inhiber ainsi son activité. Par 

ailleurs, l’atome de soufre situé entre la partie coumarine et la partie quinone peut 
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éventuellement se trouver libéré suite à une dégradation du composé dans la cellule. Ce 

groupement SH peut lui aussi aisément réagir avec la cystéine catalytique de CDC25. Le 

composé est aussi capable d’inhiber directement les CDC25 comme nous l’avons vu in vitro. 

L’observation de l’accumulation des phospho-CDK constitue une mesure indirecte de 

l’inhibition des CDC25, la mise au point d’une technique d’immunoprécipitation des CDC25 

intracellulaires pourrait permettre d’évaluer leur inhibition éventuelle dans la cellule et de 

détecter la fixation éventuelle d’un composé sur ces phosphatases. De plus, l’utilisation d’un 

traceur est envisageable pour permettre une analyse du devenir du composé SV37 dans la 

cellule. 

Afin de comprendre les différences d’effets obtenus dans les lignées MCF-7 et MDA-MB-231 

il serait intéressant d’étudier les effets de ce type de composé quinone-coumarine sur un panel 

de lignées cellulaires primaires issues de biopsies qui comprendraient un couple de cellules 

tumorales et non tumorales. Ce type d’étude permettra de valider le potentiel de ces composés 

sur les cellules tumorales mais aussi d’observer leurs effets sur des cellules non tumorales. 

L’efficacité des inhibiteurs pourra être corrélée à divers paramètres concernant les 

prélèvements d’origine, ex. type de cancer et expression des variants d’épissage CDC25. Ceci 

permettra aussi de faire le lien avec une éventuelle résistance/sensibilité à ces composés, 

permettant ainsi d’obtenir des données complémentaires applicables pour une médecine 

personnalisée. 

Par ailleurs, une application in vivo sur des souris xénogreffées avec des cellules de carcinome 

mammaire permettrait d’évaluer l’efficacité de ce type d’inhibiteur sur la croissance tumorale. 

Enfin, il est aussi envisageable de réaliser une étude de l’association de ces inhibiteurs de 

CDC25 avec des agents chimiothérapeutiques conventionnels, cette étude permettrait 

d’évaluer la capacité de potentialisation de certains de ces agents chimiothérapeutiques sur 

des cellules résistantes aux traitements conventionnels.  

Nous avons été les premiers à montrer les avantages de l’association des structures 

coumarines et quinones in vitro. Bien que l’étude biologique ait été menée sur une seule de 

ces structures, elle souligne leur intérêt dans l’inhibition des cellules cancéreuses. Ces 

résultats devront être confirmés par une étude biologique des autres structures de cette série. 
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I. Etude in vitro sur les protéines recombinantes  

1. Expression et purification des protéines recombinantes GST-

CDC25  

Les protéines de fusion GST-CDC25 A, B, C (formes complètes) et Bp partielle (site actif 

seulement), sont obtenues après transformation d’une souche bactérienne de type Escherichia 

coli BL21(DE3)pLysS de phénotype [E. coli B F
-
dcm ompT hsdS(rB

-
 mB

-
) gal λ(DE3) [pLysS 

Cam
r
]]. Cette souche est aisément transformable par choc thermique et permet l’obtention 

d’un rendement protéique optimal. Ces bactéries sont cultivées en milieu Lysogeny broth –

Miller (LB) [10 g.L
-1

 Bacto-tryptone, 5 g.L
-1

 extrait de levure, 10 g.L
-1 

NaCl, pH 7]. 

Vecteur plasmidique 

Les vecteurs employés sont des plasmides de type pGEX 2T (Fig. 90, GE Healthcare 

Lifescience) dans lesquels ont été insérées les séquences qui codent les formes complètes des 

CDC25 A, B et C ainsi que pour une forme partielle de CDC25 B qui code uniquement son 

site catalytique. Le plasmide pGEX 2T porte la séquence codante pour la glutathion S-

transferase (GST) en amont de sa cassette de clonage dans laquelle ont été insérées les 

séquences codantes des CDC25. Un promoteur Ptac est présent en amont de la séquence qui 

code la protéine de fusion et permet ainsi son expression, qui est réprimée par un répresseur 

codé par le gène Lac Iq. La répression est levée en présence d’IPTG (Isopropyl-1-thio-β-

Dgalactopyranoside) qui forme un complexe avec le répresseur. Par ailleurs, ce plasmide est 

porteur d’un gène de résistance à l’ampicilline qui permet une sélection des clones bactériens 

qui ont incorporé le plasmide lors de la transformation.  
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Fig. 90. Carte du plasmide pGEX 2T. 

Préparation des cellules compétentes et transformation bactérienne 

Après ensemencement d’un milieu LB avec le clone BL21(DE3)pLysS jusqu’à obtention 

d’une densité optique de 0,5 unités à 600 nm, les cellules sont rendues compétentes par mise 

en contact avec du chlorure de calcium (CaCl2). Les ions calcium chargés positivement, 

permettent le rapprochement des brins d’ADN et des lipopolysaccharides de la paroi 

bactérienne, tous deux chargés négativement. Ce rapprochement permet une incorporation des 

fragments d’ADN lors d’un choc thermique court où les cellules sont transférées de 4°C à 

42°C pendant 90 secondes puis replongées à 4°C. Ce choc thermique déstabilise la paroi 

bactérienne, permet l’ouverture de pores et l’entrée du plasmide à l’intérieur de la cellule 

bactérienne. Les cellules ainsi obtenues sont incubées une nuit à 37°C dans du milieu SOC 

[20 g.L
-1

 Bacto Tryptone, 5 g.L
-1

 extrait de levure, 0,5 g.L
-1

 NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM 

MgCl2, 10 mM MgSO4, 20 mM Glucose, pH 7], elles sont ensuite sélectionnées après 

étalement sur des boîtes de gélose LB qui contiennent de l’ampicilline à une concentration de 

50 µg.mL
-1

. 
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Production et extraction des protéines GST-CDC25 

Après sélection du meilleur clone, les bactéries sont cultivées une nuit à 37°C sous agitation 

dans un petit volume (5 mL) de milieu LB qui contient de l’ampicilline à 50 µg.mL
-1

. 

Cette pré-culture est ensuite ensemencée dans un grand volume de LB (2L) et incubée à 37°C 

sous agitation jusqu’à obtention une densité optique de 0,5 unités à 600 nM. L’ajout d’IPTG à 

une concentration finale de 120 mg.L
-1

 permet l’induction de la production des protéines de 

fusion GST-CDC25 lors d’une incubation de 4h à 30°C sous agitation. La culture est 

finalement centrifugée à 3000 g pendant 15 minutes à 4°C, puis le surnageant est éliminé et 

les culots sont stockés à -80°C jusqu’à extraction. Les culots sont re-suspendus dans du 

tampon de lyse froid [50 mM Tris, 250 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,1% Triton, 0,01% cocktail 

inhibiteur de protéases, 0,3 M PMSF], puis lysés par 5 cycles de refroidissement/sonication 

sur glace à raison de trois séries de 30 secondes (sonicateur Vibra-cell, Bioblock, puissance 

50). Le lysat est centrifugé 15 minutes à 15000 g à 4°C, puis le surnageant est récupéré et 

stocké à 4°C jusqu’à purification. 

Purification des protéines GST-CDC25 

Les protéines de fusion contenues dans le lysat bactérien sont extraites sur une colonne qui 

contient des billes d’agarose couplées à un résidu glutathion (GSH), substrat de la GST. Dans 

un premier temps, la colonne est saturée de NaCl 1 M, puis équilibrée avec le tampon de lyse. 

Le lysat est ensuite incubé avec les billes GSH-Agarose (Sigma) une nuit sous agitation lente 

à 4°C afin de permettre la fixation des protéines de fusion CDC25-GST au GSH. La colonne 

est ensuite lavée avec du tampon de lyse jusqu’à élimination complète des protéines non 

fixées, puis la colonne est équilibrée avec du tampon Tris A [50 mM Tris, 50 mM NaCl, 1 

mM EDTA, 1 mM DTT, pH 8,2]. L’élution se fait par dépôt sur la colonne de 20 mM d’une 

solution de GSH libre contenu dans du tampon Tris A. Les protéines de fusion GST-CDC25 

vont se décrocher des billes d’agarose qui portent le résidu GSH, pour aller se fixer au GSH 

libre par un phénomène de compétitivité. Les protéines de fusion sont ainsi éluées et 

récupérées en différentes fractions. L’activité de chacune des fractions est évaluée, ainsi que 

leur pureté et leur concentration protéique. La meilleure fraction est ensuite aliquotée en petits 

volumes puis stockée à -80°C jusqu’à utilisation. 
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2. Mesure de l’activité phosphatase in vitro 

La fonction des phosphatases CDC25 est de déphosphoryler leurs substrats phosphorylés. 

Cette activité est quantifiable in vitro par fluorimétrie et peut être modulée en présence de 

molécules inhibitrices ou activatrices. Les mesures fluorimétriques sont réalisées en présence 

d’un substrat synthétique non fluorescent, le 3-OMF-P (3-O-méthylfluoresceinphosphate) 

dont la déphosphorylation conduit à l’émission d’un composé fluorescent le 3-OMF (3-O–

méthylfluorescein) qui peut-être excité à 480 nm pour renvoyer une longueur d’onde 

d’émission fluorescente à 520 nm. La vitesse de déphosphorylation du 3-OMF-P par une 

phosphatase est proportionnelle à son activité, il est ainsi possible de mesurer l’activité in 

vitro des CDC25 sur ce substrat et la comparer à l’activité de l’enzyme en présence de 

composés potentiellement inhibiteurs. En effet, en présence d’un inhibiteur, la vitesse de 

déphosphorylation du 3-OMF-P sera diminuée et donc la production du 3-OMF sera moindre 

et engendrera moins de fluorescence.  

Ces réactions sont réalisées en plaques 96 puits, à 30°C dans un tampon optimal pour 

l’activité des CDC25 in vitro [Tris-HCl 50 mM, NaCl 50 mM, EDTA 1 mM, SAB 0,1%, pH 

8,1] et dans un volume final de 100µL. Une quantité fixe de protéines recombinantes est 

disposée dans chaque puits (généralement 1 µg) et éventuellement mise en contact avec une 

molécule modulatrice pendant 20 minutes à 30°C. La réaction est démarrée après addition du 

3-OMFP à une concentration finale de 500 mM. L’émission de fluorescence qui résulte de la 

transformation du 3-OMFP en 3-OMF par les phosphatases CDC25 est mesurée toutes les 20 

minutes pendant 2 heures à 30°C via un système CytoFluor 4000 TC (Applied/PerSeptive 

Biosystems) qui quantifie la fluorescence soluble ou intracellulaire d’une suspension. Cette 

fluorescence est mesurée via un tube photomultiplicateur qui quantifie et enregistre la quantité 

de fluorescence en unité arbitraire de fluorescence (AFU). Les tests sont réalisés en triplicats 

sur une même plaque et l’expérience est reproduite trois fois de manière indépendante (neuf 

valeurs par test au total). Les résultats sont généralement exprimés en pourcentage d’activité 

résiduelle des phosphatases CDC25 en présence des composés testés, ou en pourcentage 

d’inhibition de l’activité résiduelle des CDC25. Les sigmoïdes qui permettent d’évaluer les 

CI50 sont calculées par une approximation non linéaire basée sur la méthode des moindres 

carrés (GraphPad Prism). 
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3. Evaluation du type d’inhibiteur 

La caractérisation du type d’inhibiteur se fait par analyse des données obtenues par la 

méthode fluorimétrique : L’enzyme est mise en contact avec différentes concentrations 

d’inhibiteur puis le substrat 3-OMFP est ajouté en diverses concentrations, l’activité 

enzymatique est ensuite mesurée de la même manière que celle décrite précédemment. Les 

représentations de Michaelis et Menten nous permettent de déterminer le type de l’inhibiteur : 

Les représentations graphiques utilisées pour déterminer le type d’inhibition ont été adaptées 

à partir de l’équation de Michaelis et Menten    
      [ ]

[ ]    
 : 

Dans le cas d’une cinétique Enzyme-Substrat-Inhibiteur nous obtenons l’équation de 

Michaelis et Menten suivante :    
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Nous obtenons l’équation 
 

  
 

  

    
 

 

[ ]

    

    
 de la forme linéaire y =b + a . x correspondant à 

l’équation de Lineweaver-Burk 
 

 
 

 

 
 

  

    
 

 

    
 appliquée au complexe Enzyme-Substrat-

Inhibiteur. 

En traçant sur un graphique 
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[ ]
) pour les différentes concentrations en inhibiteur, nous 

obtenons une représentation graphique de Lineweaver-Burk permettant de lire directement 

KM, Vmax, α et α’. Après avoir évalué α et α’ on en déduit Ki et Ki’ définis de la manière 

suivante :    
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II. Culture cellulaire  

1. Lignées cellulaires 

Les lignées cellulaires utilisées au cours de cette thèse comprennent : 

- Deux lignées de cancer du sein issues d’effusions pleurales de carcinomes canalaires 

invasifs humains : MCF-7 et MDA-MB-231 (Cailleau, Young, Olive, & Reeves Jr., 

1974; Soule, Vazguez, Long, Albert, & Brennan, 1973) ; 

- Une lignée de cancer du sein résistante aux traitements anticancéreux : VCR-Res 

(aussi appelée VCREMS), dérivée de cellules MCF-7 sélectionnées pour leur 

résistance à la vincristine, acquise suite à un traitement par un agent mutagénique 

(Whelan et al, 1992) ; 

- Une lignée de cellules mammaires immortalisées : hTERT-HME1, obtenues à partir 

des cellules HME1 (Human mammary epithelial) immortalisées suite à leur infection 

par le rétrovirus pBABEpuro-hTERT (Van der Haegen & Shay 1993; Gollahon & 

Shay 1996) ; 

- Une lignée d’hépatocarcinome humain : HEP-G2 (Aden et al. 1979). 

2. Milieux de culture 

Les lignées MCF-7, MDA-MB-231 et Vcr-Res ont été cultivées dans du milieu RPMI-1640, 

qui contient 10% (v/v) de BSA décomplémentée, des antibiotiques et antifongiques 

[Pénicilline-G 104 UI.mL
-1

, Streptomycine 10 mg.mL
-1

, amphotericine B 25 μg.mL
-1

] 

(Eurobio, France).  

La lignée HTERT-HME1 a été cultivée dans un mélange qui contient 90% de milieu RPMI-

1640 additionné des composants cités ci-dessus et de 10% de milieu MEGM (Lonza Cologne 

GmbH) qui contient 0,5 µg.mL
-1

 d’hydrocortisone, 5 mg.mL
-1

 d’insuline, 10 ng.mL
-1

 de 

facteur EGF (Human Epidermal growth factor), 0,52 µg.mL
-1 

d’extrait pituitaire bovin et 10% 

(v/v) d’ albumine de sérum bovin décomplémenté (SAB). 

La lignée HepG2 est cultivée dans du milieu MEM qui contient 10% de SAB (v/v), des 

antibiotiques et antifongiques comme ceux précédemment cités. 
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3. Entretien des lignées, incubation, traitements. 

Conditions de culture 

Les milieux de culture sont remplacés par du milieu frais tous les trois jours, le milieu des 

cellules MCF-7, MDA-MB-231 et Vcr-Res qui ne contient pas de rouge de phénol, une 

attention plus particulière y est apportée (pas d’indicateur de pH).  

Dès sub-confluence, un passage des cellules est réalisé. Le milieu de culture est aspiré et 

éliminé, le tapis cellulaire est rincé au PBS-1X à 37°C, puis de la trypsine-EDTA 1X est 

ajoutée afin de décoller le tapis. La trypsination agit à 37°C, 3 à 5 minutes pour les lignées 

MCF-7 et MDA-MB-231, et 5 à 10 minutes pour les lignées HepG2 et Vcr-Res. La trypsine 

est neutralisée par ajout du même volume de milieu complet correspondant. Une fois 

décollées, un petit volume de suspension est prélevé pour comptage, et le reste de la 

suspension est centrifugé pendant 5 minutes à 800 g, à température ambiante. Le culot obtenu 

est resuspendu dans du milieu complet de manière à obtenir une concentration cellulaire de 

10
6 

cellules.mL
-1

, puis éventuellement diluée selon les besoins d’ensemencement. Les cellules 

sont généralement repiquées au 1/10
eme

, ou selon les besoins de l’expérience. L’incubation se 

fait à 37°C sous atmosphère humide à 5% de CO2. 

Les ensemencements se font à une densité de 10 000 cellules par cm², cette quantité peut 

varier selon les conditions expérimentales (ex. prétraitement de 48h qui nécessite moins de 

cellules au départ). 

Congélation et décongélation 

La conservation des souches se fait par cryopréservation en azote liquide. Une suspension 

cellulaire de 3.10
6
 cellules.mL

-1
 est réalisée dans du milieu de congélation froid (Milieu 

complet qui contient 20% de SVF final et 5% (v/v) de Di Methyl Sulfoxide (DMSO, Sigma-

Aldrich). La suspension est disposée dans des cryotubes de 1mL qui sont congelés par la 

méthode des paliers : 1h à -20°C, 24h à -80°C puis dans l’azote liquide jusqu’à utilisation.  

Les cellules sont utilisées à des passages inférieurs à 10. Lorsque ce passage est atteint, une 

nouvelle ampoule de cellules est décongelée : le cryotube est plongé dans un bain marie à 

37°C jusqu’à fonte de la suspension congelée. Puis le contenu du tube est transféré goutte à 
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goutte dans 10mL de milieu complet. Les cellules sont ensuite centrifugées 3 minutes à 800 g 

et resuspendues dans 5mL de milieu de culture à température ambiante. Elles sont finalement 

ensemencées dans une flasque de 25cm
2
 puis incubées à 37°C, 5% de CO2 en atmosphère 

humide. 

Traitements 

Pour les traitements, les cellules sont traitées à une confluence d’approximativement 30%. Le 

pourcentage final de DMSO dans lequel les composés sont dilués, est de 0,5%. Sauf mention 

contraire, les témoins sont les cellules traitées avec 0,5% de DMSO uniquement. 
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III. Etude de la viabilité cellulaire 

1. Test de croissance au MTT 

La viabilité des cellules est évaluée par un test MTT (Mosmann 1983) qui est basé sur la 

réduction du 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT), un 

composé jaune, en cristaux violets de formazan par la succinate déshydrogénase 

mitochondriale, uniquement fonctionnelle dans les cellules vivantes. La quantité de cristaux 

formés est proportionnelle au nombre de cellules vivantes. 

 
Fig. 91. Transformation du MTT en formazan 

Dans un premier temps, les cellules sont ensemencées en plaques 96 puits à raison de 3500 

cellules par puits. Après une incubation de 24 heures, le milieu est éliminé et du milieu frais 

qui contient le traitement est ajouté. Les cellules sont ré-incubées pendant 24 ou 48 heures. Le 

milieu de culture est ensuite retiré, le tapis cellulaire est rincé avec du PBS 1X, puis une 

solution de MTT à 0,5 mg.mL
-1 

est ajouté. La transformation par la succinate déshydrogénase 

se fait à 37°C pendant 3 heures. Le réactif est finalement retiré et les cristaux de formazan 

formés sont dissouts dans 100µL de DMSO par puits. L’intensité de coloration est ensuite lue 

sur un spectrophotomètre à 550 nm (Dynatech MR5000). Douze concentrations sont testées 

par plaque (incluant un témoin DMSO), avec 8 essais par concentration, l’expérience est 

répétée trois fois de façon indépendante. Les courbes sigmoïdes de CI50 sont évaluées par une 

approximation non linéaire basée sur la méthode des moindres carrés (GraphPad Prism, 

Graphpad Software Inc.). 

http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
http://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl
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2. Etude du caractère cytotoxique/cytostatique d’un traitement 

L’effet cytotoxique/cytostatique d’un composé est évalué par un test d’exclusion au bleu de 

trypan, un composé bleu capable d’entrer dans les cellules perméables non viables. 

 Les cellules sont ensemencées dans une plaque 6 puits à raison de 1.10
5
 cellules par puits. 

Après incubation pendant 24 h, le milieu de culture est retiré et remplacé par du milieu frais 

qui contient le composé à tester ou le solvant seul (DMSO 0,5% v/v). Les cellules sont 

réincubées pendant différents temps, en fonction de l’expérience menée (le plus généralement 

12, 24, 36, 48, 60 ou 72h). Les cellules flottantes sont récupérées et ajoutées aux cellules 

adhérentes préalablement décollées par trypsination. Les cellules de la suspension sont alors 

comptées en présence de bleu de trypan (0,4% v/v). La quantité de cellules non marquées et 

marquées est reportée au volume récupéré dans chaque puits, permettant ainsi d’évaluer le 

nombre de cellules mortes, la population aux différents temps et traitement, et leur 

comparaison avec le témoin DMSO. Chaque condition expérimentale est réalisée dans deux 

puits, et les expériences sont réalisées en triplicats indépendants. 

3. Observation de la croissance cellulaire, suivi temps réel en 

microscopie 

La croissance cellulaire est suivie en temps réel par un videomicroscope intégré dans un 

incubateur (Incucyte, Essen biosciences). Les cellules sont ensemencées dans des plaques 6 

puits et incubées pendant 24h. Les cellules sont ensuite traitées ou prétraitées. Un programme 

informatique qui gère le microscope, capture des images précises de plusieurs champs 

microscopiques dans chacun des puits. Il calcule aussi la confluence des cellules et trace les 

courbes correspondantes en fonction du temps. Ce système permet également d’observer les 

changements morphologiques qui interviennent dans la cellule pendant le traitement et de le 

comparer aux témoins. 
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IV. Analyse du cycle cellulaire par cytométrie en flux 

La répartition de la population cellulaire dans les différentes phases du cycle cellulaire est 

déterminée par l’analyse du contenu en ADN des cellules. Cette analyse permet de déterminer 

si les cellules se trouvent en phase G0/G1 (2n chromosomes), G2/M (4n chromosomes) ou S 

(phase de synthèse, la quantité d’ADN est comprise entre 2n et 4n). Le marquage de l’ADN 

est réalisé grâce à un fluorochrome, l’iodure de propidium, qui est un agent intercalant de 

l’ADN. L’intensité de marquage des cellules est proportionnelle à la quantité d’ADN qu’elles 

contiennent. Le cytomètre en flux permet d’analyser chaque cellule et de les classer par 

intensité de fluorescence émise. 

Les cellules sont ensemencées en boites de Petri de 100-mm à une densité de 6.10
5
 cellules, et 

elles sont incubées pendant 24h. Le milieu est éliminé et remplacé par du milieu frais qui 

contient le traitement ou le solvant seul (DMSO 0,5% v/v). Après incubation de 24 ou 48h à 

37°C, les cellules flottantes et adhérentes sont récupérées et resuspendues dans de l’éthanol à 

70% glacé. Elles sont incubées au minimum pendant 4h à -20°C. Les cellules sont ensuite 

centrifugées puis rincées deux fois au PBS 1X froid, puis incubées dans une solution qui 

contient de l’iodure de propidium à 1 µg.mL
-1

, de l’ARNase A à 20 µg.mL
-1

 et du Triton à 

0,1%, 20 minutes à l’obscurité et à température ambiante. Le contenu en ADN de chaque 

cellule est analysé par cytométrie en flux, FL2-H (FACScalibur, Becton-Dickinson, USA). 

L’analyse des données est réalisée par l’intermédiaire du programme FlowJo (Tree Star Inc.). 
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V. Evaluation du stress oxydant par cytométrie en 

flux 

1. Analyse de la génération d’espèces réactives de l’oxygène 

La génération d’ERO peut être détectée par cytométrie en flux à l’aide de la sonde 

fluorescente H2DCFDA (LeBel et al. 1992). Une fois entrée dans la cellule, le H2DCFDA 

devient la cible d’estérases intracellulaires qui déacétylent la sonde en DCF, un composé non 

polaire et non fluorescent qui sera capable d’émettre une fluorescence verte en présence 

d’ERO et de espèces réactives nitrées (ERN). Sur le même principe, la sonde Redox Sensor 

Red à elle aussi été utilisé pour la détection des ERO. Lorsque cette sonde pénètre dans la 

cellule, elle est oxydée par les ERO en un composé capable d’emmètre une fluorescence 

rouge. 

La détection des ERO est sensiblement différente pour chacune des deux sondes, les espèces 

détectées sont résumées dans le tableau ci-après :  

Détection des espèces réactives 

ERO ou ERN H2DCFDA Redox Sensor Red 

Peroxyde d’hydrogène H202 Oui Oui 

Radical hydroxyle HO
.
 

Oui Non 

Radical peroxyle ROO
.
 

Oui Oui 

Anion peroxynitrite ONOO
-
 Oui Non 

Anion superoxyde O2

.-
 

Non Oui 

 

Après ensemencement en plaques de 6 puits, les cellules sont incubées pendant 24h à 37°C 

sous une atmosphère de 5% de CO2. La sonde H2DCFDA est ajoutée à une concentration 

finale de 10 µM pendant 20 minutes à 37°C. Les traitements sont réalisés simultanément 

selon le temps désiré. Les cellules sont ensuite lavées avec du PBS 1X puis trypsinées jusqu’à 

leur décollement. La trypsine est neutralisée par du milieu frais et la suspension cellulaire 

obtenue est analysée par cytométrie en flux (FL1-H). 
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2. Analyse de la génération d’espèces réactives nitrées 

Sur le même principe que la détection d’ERO décrite précédemment, les espèces réactives 

nitrées et l’activité de l’oxyde nitrique synthase (NOS) peuvent être détectées par la sonde 

Diaminofluorescein-2-diacetate (DAF2DA) (Kojima et al. 1998). Une fois dans la cellule la 

sonde est hydrolysée par les estérases en DAF-2 qui deviendra fluorescent au contact de NOS 

ou d’ERN. 

Après ensemencement en plaques 6 puits, les cellules sont incubées pendant 24h à 37°C sous 

une atmosphère de 5% de CO2. La sonde DAF2DA est ajoutée à une concentration finale de 1 

µM pendant 40 minutes à 37°C. Les traitements sont réalisés simultanément selon le temps 

désiré. Les cellules sont ensuite lavées avec du PBS 1X puis trypsinées jusqu’à décollement. 

La trypsine est neutralisée par du milieu frais et la suspension cellulaire obtenue est analysée 

en cytométrie en flux (FL1-H). 
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VI. Analyses par western blotting 

1. Préparation des lysats cellulaires 

Après traitement, le milieu de culture est récupéré puis centrifugé afin d’en récupérer les 

cellules non adhérentes, ces dernières sont resuspendues dans du tampon de lyse [150 mM 

NaCl ; 50 mM Tris ; 1% NP-40 ; 0,5% déoxycholate de sodium ; 0,1% SDS ; 5 mM EDTA ; 

1 mM EGTA ; 1 mM PMSF ; 0,1% Cocktail inhibiteur de protéases (Sigma Aldrich) ; 10 mM 

NaF ; 1 mM Na2VO4]. Après rinçage au PBS 1X froid, les cellules adhérentes sont récupérées 

par grattage dans le tampon de lyse froid. Puis la totalité des cellules est incubée 30min sur 

glace et sous agitation. Après incubation, le lysat est centrifugé pendant 20 minutes à 10000 g 

et à 4°C afin de culoter les débris membranaires. Le surnageant qui contient les protéines est 

récupéré, dosé par la méthode de Lowry, puis stocké à -80°C jusqu’à utilisation. 

2. Electrophorèse en conditions dénaturantes, SDS-Page 

Les protéines des lysats cellulaire sont tout d’abord dénaturées par chauffage pendant 5 

minutes à 96°C dans du tampon de Laemmli [2% SDS ; 10% β-mercaptoéthanol ; 10% 

Glycérol ; 0,0002% bleu de bromophénol ; 0,062 mM Tris HCl ; pH 6,8]. Puis elles sont 

chargées sur un gel de polyacrylamide (PAGE) afin de les séparer. Les anions SDS vont se 

lier au squelette polypéptidique pour le dénaturer, et conférer ainsi une charge négative à la 

protéine, proportionnelle à sa longueur. Le gel de polyacrylamide est constitué d’un gel de 

concentration à 5% [5% Acrylamide/Bisacrylamide ; 125 mM TrisHCl pH 6,8; 5% Glycérol ; 

0,2% SDS], ainsi que d’un gel de séparation de 8 à 14% [8-14% Acrylamide/Bisacrylamide ; 

375 mM TrisHCl pH 8,8 ; 5% Glycérol ; 0,2% SDS]. L’électrophorèse se fait dans une cuve 

Mini-PROTEAN® 3 (Bio-Rad), au contact de tampon de migration [25 mM Tris ; 190 mM 

Glycine ; 0,1% SDS ; pH 8,3], sous un champ électrique de 150V pendant environ 1h30 et à 

température ambiante. 

3. Immunoblotting 

Les protéines séparées par SDS-PAGE sont transférées sur une membrane en nitrocellulose 

ou en polyvinylidène difluouride (PVDF). Le gel SDS-PAGE est appliqué sur la membrane 

dans un système de transfert XCellSureLock™ Mini-Cell (Invitrogen), au contact de tampon 
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de transfert [25 mM Tris ; 190 mM Glycine ; 10% méthanol], sous un champ électrique de 

25V pendant 1h et à froid. 

Après transfert, la membrane est rincée avec du PBS-T [2,7 mM KCl, 137 mM NaCl, 10 mM 

Na2HPO4-2H2O, 2 mM KH2PO4, 0,1% Tween 20, pH 7,4], puis colorée par une solution de 

Rouge Ponceau [0,2 % (m/v) Rouge Ponceau, 3 % (v/v) acide acétique]. Après vérification de 

la régularité et de l’efficacité du transfert, la membrane est lavée plusieurs fois au PBS-T afin 

de la décolorer, puis elle est saturée pendant 1 heure dans du tampon PBS-T contenant 5% 

(m/v) de lait écrémé ou 5% (m/v) de SAB (selon les recommandations du fournisseur de 

l’anticorps primaire). 

La membrane est ensuite lavée dans du PBS-T, puis incubée avec l’anticorps primaire dilué 

dans du PBS-T, avec, selon l’anticorps, 5% de lait écrémé (m/v) ou 5% de SAB (m/v). La 

dilution varie selon l’anticorps utilisé (voir tableau ci-après) et l’incubation se fait selon les 

recommandations du fournisseur de l’anticorps primaire, généralement une nuit à 4°C sous 

agitation. Après incubation, la membrane est rincée avec du PBS-T puis incubée avec un 

anticorps secondaire couplé à la peroxydase du raifort (HRP, HorseRadish Peroxydase), la 

dilution varie selon l’anticorps primaire utilisé (voir tableau ci-après). 

La membrane est lavée dans du PBS-T puis mise en contact avec les réactifs du kit luminol 

reagent (Santa Cruz) contenant le substrat de la HRP. Le marquage est révélé à l’aide du 

bioanalyseur Chemidoc XRS (Bio-Rad). 

4. Liste, références et conditions d’utilisation des anticorps 
 

Anticorps 

Primaire 

Fournisseur, 

référence 

Hôte Conditions 

d’utilisation de 

l’Ac. primaire 

Conditions 

d’utilisation de l’Ac. 

Secondaire 

Bandes attendues (kDa), 

protéine correspondante 

Anti-CDK1 (cdc2) Cell Signaling 

#9112 

Lapin 1 :1000, 

TBS-T, 5% SAB,  

une nuit à 4°C 

Anti-Lapin HRP  

1 :5000, TBS-T, 5% 

SAB, 1 heure à20°C 

34, CDK1 total 

Anti-pCDK1 

(pTpY
14/15

) 

Invitrogen 

44686G 

Lapin 1 :1000,  

TBS-T, 1% SAB, 

une nuit à 4°C 

Anti-Lapin HRP  

1 :5000, TBS-T, 1% 

SAB, 1 heure à 20°C 

34, Phospho-CDK1 (Thr14, 

Tyr15) 

Anti-CDK2 Santa Cruz 

Sc-748 

Lapin 1 :1000,  

TBS-T, 1% SAB, 

une nuit à 4°C 

Anti-Lapin HRP  

1 :5000, TBS-T, 1% 

SAB, 1 heure à 20°C 

33, CDK2 total 

Anti-pCDK2 

[pT14] 

phosphospecifique 

Epitomics 

#2351-S 

Lapin 1 :1000,  

TBS-T, 1% SAB, 

une nuit à 4°C 

Anti-Lapin HRP  

1 :5000, TBS-T, 1% 

SAB, 1 heure à 20°C 

33, phospho-cdk2 (Thr 14) 
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Anticorps 

Primaire 

Fournisseur, 

référence 

Hôte Conditions 

d’utilisation de 

l’Ac. primaire 

Conditions 

d’utilisation de l’Ac. 

Secondaire 

Bandes attendues (kDa), 

protéine correspondante 

Anti-PARP-1/2 Santa Cruz,  

Sc-7150 

Lapin 1 :2000,  

TBS-T, 5% lait, 

une nuit à 4°C 

Anti-Lapin HRP  

1 :5000, TBS-T, 5% lait,  

1 heure à 20°C 

116, PARP-1 complète 

89, PARP -1 C-ter 

24, PARP-1 N-ter 

62, PARP-2 

Anti-PARP Cell Signalling, 

#9542 

Lapin 1 :1000,  

TBS-T, 5% lait, 

une nuit à 4°C 

Anti-Lapin HRP  

1 :4000, TBS-T, 5% lait,  

1 heure à 20°C 

116, PARP-1 complète 

89, PARP -1 C-ter 

 

Anti-p-21 Santa Cruz,  

Sc-397 

Lapin 1 :1000,  

TBS-T, 5% lait, 

une nuit à 4°C 

Anti-Lapin HRP  

1 :4000, TBS-T, 5% lait,  

1 heure à 20°C 

21, p-21 

Anti-p-27 Santa Cruz,  

Sc-527 

Lapin 1 :1000,  

TBS-T, 5% lait, 

une nuit à 4°C 

Anti-Lapin HRP  

1 :4000, TBS-T, 5% lait, 

1 heure à 20°C 

27, p-27 

Anti-Caspase 3 Cell Signalling, 

#56053 

Souris 1 :1000,  

TBS-T, 5% lait, 

une nuit à 4°C 

Anti-Souris HRP  

1 :4000, TBS-T, 5% lait,  

1 heure à 20°C 

30,Caspase 3 complète 

17,Caspase 3 clivée 

10,Caspase 3 clivée 

Anti-Caspase 6 Cell Signalling, 

#9762 

Lapin 1 :1000,  

TBS-T, 5% lait, 

une nuit à 4°C 

Anti-Lapin HRP  

1 :4000, TBS-T, 5% lait,  

1 heure à 20°C 

35,Caspase 6 complète 

15,Caspase 6 clivée 

Anti-Caspase 7 Cell Signalling, 

#9494 

Souris 1 :1000,  

TBS-T, 5% lait, 

une nuit à 4°C 

Anti-Souris HRP  

1 :4000, TBS-T, 5% lait,  

1 heure à 20°C 

35,Caspase 7 complète 

30,Caspase 7 clivée 

20,Caspase 7 clivée 

Anti-c-Myc BD 

Pharmingen, 51-

1485GR 

Souris 1 :250,  

TBS-T, 5% lait, 

une nuit à 4°C 

Anti-Souris HRP  

1 :5000, TBS-T, 5% lait,  

1 heure à 20°C 

62, c-Myc 

Anti-γH2AX Millipore 

05-636 

Souris 1 :2000,  

TBS-T, 5% lait, 

une nuit à 4°C 

Anti-Souris HRP 

1 :4000, TBS-T, 5% lait,  

40 minutes à 20°C 

17, Histone 2 AX 

Anti-Actine Sigma 

A5441 

Souris 1 :10000,  

TBS-T, 5% lait, 

une nuit à 4°C 

Anti-Souris HRP 

1 :10000, TBS-T, 5% 

lait, 40 minutes à 20°C 

42, β-actine 

 
Anticorps  

secondaire 

Fournisseur, 

référence 

Hôte 

Anti-souris 

IgG HRP  

Santa Cruz, 

Sc-2005 

Chèvre 

Anti-lapin 

IgG HRP 

Santa Cruz, 

Sc-2313 

Âne 
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Annexe I 

Dérivés stéroïdiens (Equipe du P
r
 Poirier, Canada) 

 

Composé Structure 

Activité résiduelle de CDC25 à la 

concentration de 100 µM (en % par 

rapport au contrôle DMSO) 

CDC25 A CDC25 B CDC25 C 

ADT Confidentielle 98 ±4 89 ±9 97 ±2 

HY Confidentielle 103 ±5 94 ±4 93 ±9 

3a-diol Confidentielle 99 ±2 93 ±9 90 ±8 

EM-2048 Confidentielle 111 ±4 94 ±1 97 ±6 

RM Confidentielle 96 ±5 68 ±6 71 ±12 

A3 Confidentielle 104 ±4 85 ±8 83 ±7 

A8 Confidentielle 100 ±3 89 ±1 101 ±2 

A18 Confidentielle 97 ±5 102 ±1 84 ±0 

B8 Confidentielle 91 ±5 96 ±6 81 ±0 

B18 Confidentielle 93 ±9 89 ±6 74 ±1 

C8 Confidentielle 98 ±4 94 ±1 95 ±5 

C33 Confidentielle 99 ±7 93 ±3 98 ±2 

C48 Confidentielle 94 ±3 84 ±8 73 ±3 

C77 Confidentielle 86 ±7 85 ±4 72 ±8 

QC21 Confidentielle 89 ±11 98 ±0 83 ±13 



 

c 

 

 

 

Avec R= 

   

QC28 N
 

85 ±2 79 ±2 110 ±2 

QC29 

N

 

80 ±10 79 ±2 97 ±1 

QC30 

N  

95 ±3 100 ±2 97 ±2 

QC32 N
 

102 ±2 99 ±5 97 ±8 

QC36 N
 

109 ±1 103 ±0 64 ±9 

QC37 N
 

115 ±14 98 ±1 84 ±3 

QC38 N
 

98 ±2 90 ±1 92 ±2 

QC39 N
 

89 ±2 97 ±0 103 ±1 

QC40 

N

 

73 ±1 100 ±1 96 ±0 

OH

R
H

H H

H
OH



 

d 

 

QC41 

N

 

98 ±2 91 ±0 98 ±0 

QC42 

N

 

78 ±2 100 ±2 98 ±2 

QC43 N
O

 
86 ±10 100 ±2 109 ±1 

QC44 N O
 

98 ±3 100 ±2 105 ±2 

QC45 
N

 

113 ±14 100 ±1 106 ±3 

QC46 N

 

100 ±2 100 ±1 109 ±2 

QC47 

N

 

80 ±6 85 ±4 39 ±6 

QC78 N-(C9H19)2 101 ±3 97 ±8 97 ±5 
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Annexe II 

Dérivés thiophéniques (Equipe du P
r
 Kirsch – Z. Xu) 

 

Composé Structure 

Activité résiduelle de CDC25 à la 

concentration de 100 µM (en % par 

rapport au contrôle DMSO) 

CI50 ( µM) 

CDC25 A CDC25 B CDC25 C CDC25 A CDC25 C 

ZX-280 

S
N

S
S

O

O

 

16,8±0,3 67,9±2,2 54,5±2,1 78±5 ND 

ZX-277 

S
N

S OH
S

O

O

 

41,5±1,1 63,5±1,6 19,6±4,4 ND 29±4 

ZX-246 

S
N

S OH

O

O

N
O

 

71,0±1,1 95,2±2,1 87,8±8,6 ND ND 

ZX-247 

S
N

S

O

O

N
O

 

62,7±0,5 83,4±7,5 26,2±1,6 ND 37±5 

ZX-252 

S
N

S

O

O

N
OH

 

82,6±0,5 95,0±2,9 103,2±8,7 ND ND 

BC33 

S

N

N
CH

3

NH
2

 

22,5±9,5 74,3±1,6 48,5±13,2 ND ND 



 

f 

 

Annexe III 

Dérivés coumariniques (Equipe du P
r
 Kirsch – S. Valente) 

 

Composé Structure 

Activité résiduelle de CDC25 à la 

concentration de 100 µM (en % par 

rapport au contrôle DMSO) 

CI50 de CDC25 ( µM) 

CDC25 A CDC25 B CDC25 C CDC25 A CDC25 B CDC25 C 

SV1 

 

79,5 ±11,0 101 ±4,4 82,1 ±0,8 ND ND ND 

SV2 

 

78 ±10,4 105,7 ±3,8 111,9 ±2,3 ND ND ND 

SV3 

 

5,8 ±7,3 65 ±5,5 20,7 ±2,8 27 ±3 >100 49 ±7 

SV4 

 

33,6 ±3,8 78,7 ±4,2 35,2 ±4,1 70 ±8 >100 47 ±7 

SV5 

 

38,5 ±3,0 93,5 ±6,5 31 ±2,0 78 ±9 >100 67 ±9 

SV6 

 

54,7 ±7,6 98,1 ±6,4 51,6 ±1,3 ND ND ND 

SV7 

 

72,5 ±1,6 91,5 ±3,1 84,4 ±6,9 ND ND ND 

O

CH
3

OOMe

OMe

O

CH
3

OOH

OH

O O

O

OMe

O O
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O O
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O O
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SV8 

 

5,7 ±7,9 76,8 ±10,5 5,8 ±7,6 28 ±4 >100 26 ±4 

SV9 

 

45 ±10,1 90,8 ±7,0 76,1 ±10,3 96 ±8 >100 >100 

SV10 

 

31,3 ±4,9 99,9 ±5,4 56,3 ±10,5 

62 

±9 

>100 

72 

±9 

SV12 

 

55 ±8,0 
100,1 

±12,8 
68,7 ±3,5 ND ND ND 

SV13 

 

99,8 ±8,3 98,6 ±7,2 95,2 ±2,3 ND ND ND 

SV14 

 

92,6 ±9,9 90,9 ±2,5 101,9 ±6,6 ND ND ND 

SV15 
 

41,6 ±6,8 72,7 ±3,3 41 ±7,2 65 ±4 >100 70 ±5 

SV16 
 

6,2 ±3,8 14,5 ±2,6 13,3 ±4,6 39 ±5 >100 20 ±3 
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SV17 

 

98,5 ±9,7 83,9 ±10,2 78,8 ±6,8 ND ND ND 

SV18 

 

44,8 ±1,7 120,5 ±8,0 71,2 ±8,9 ND ND ND 

SV19 

 

73,3 ±8,6 118,4 ±2,8 72,1 ±3,0 ND ND ND 

SV20 

 

60,2 ±4,9 108,8 ±3,9 73,8 ±4,4 ND ND ND 

 

 

 

 

O O

S

OMe

O

O O
O

N
H

S

S

O O

S

OMe

O

OMe

O O

S

OMe

O

OMe

OMe



 

i 

 

Annexe IV 

Dérivés imidazoles (Equipe du P
r
 Silva – O. Talhi) 

 

Compound Structure 

Inhibition de CDC25 A à la concentration de 100 µM (% 

du contrôle) 

CDC25 A CDC25 C 

OT1 
O

N

N O

O

O

 

88,2 

±7 

98,4 

±3 

OT2 
O

N

N O

O

O  

90,1 
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96,8 

±1 

OT3 
O

N

N O

O

O
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±11 
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O
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N

O

O
O
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±13 
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O
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Annexe V 

Dérivés coumariniques polysoufrés (Equipe du P
r
 Kirsch – S. Valente) 

 

Composé Structure 

Activité résiduelle de CDC25 à la 

concentration de 100 µM (en % par 

rapport au contrôle DMSO) 

CI50 ( µM) 

CDC25A CDC25B CDC25C CDC25A CDC25B CDC25C 

SV25 

 

58 ±5 95 ±5 54 ±3 >100 >100 >100 

SV28 

 

25 ±3 72 ±7 19 ±1,8 28 ±3 >100 18 ±3 

SV29 

 

42 ±4 94 ±8 37 ±6,1 76 ±6 >100 100 ±12 
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Annexe VI 

Dérivés coumariniques-quinonoïques (Equipe du P
r
 Kirsch – S. Valente, Z. Xu) 

Première série : SV 

Composé Structure 

Activité résiduelle de CDC25 à la 

concentration de 100 µM (en % 

par rapport au contrôle DMSO) 

CI50 ( µM) 

CDC25A CDC25B CDC25C CDC25A CDC25B CDC25C 

SV37 

 

3,6 ±1,8 15,7 ±1,8 0 ±5,3 4.3 ±0.1 9.1 ±0.6 0.9 ±0.1 

SV37 

Sous-partie : 

naphtoquinone  

0 ±2,5 0,4 ±4,7 0 ±5,5 ND ND ND 

SV37 

Sous-partie : 

7-

methoxycoumarine-

4-thiol 

 

98,54 ±6,6 91,1 ±5,2 99,8 ±8,3 ND ND ND 

SV58 

 

66 ±12 83 ±4 63 ±4 ND ND ND 

SV59 

 

13 ±2 24 ±7 4 ±2 13 ±0.8 50 ±3.7 2,2 ±0.8 
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Seconde série : XU  

Composé Structure 

Activité résiduelle de CDC25 à 

la concentration de 25 µM (en 

% par rapport au contrôle 

DMSO) 

CI50 ( µM) 

CDC25A CDC25C CDC25A CDC25C 

XU01 

 

94,77 ±1,2 97,83 ±3,5 
>100 >100 

XU02 

 

0 ±0,7 0,40 ±1,4 
2,1 ±0,2 0,86 ±0,1 

XU03 

 

46,85 ±4,1 57,99 ±6,4 
24 ±0,3 >25 

XU04 

 

60,27 ±4,7 92,74 ±2,1 
>25 >25 

XU05 

 

85,99 ±1,8 101,78 ±1,1 
>25 >25 

XU06 

 

72,17 ±3,3 86,88 ±1,5 
>100 >100 

XU07 

 

100,77 ±4,5 92,59 ±3,6 
>100 >100 



 

n 

 

XU08 

 

78,18 ±2,1 70,25 ±1,4 
>50 >50 

XU09 

 

76,57 ±0,5 73,98 ±1,0 
>25 >25 

XU10 

 

72,66 ±4,2 62,31 ±0,5 
>25 >25 

XU11 

 

81,56 ±3,3 90,95 ±0,5 
>100 >100 

XU12 

 

76,52 ±6,8 83,14 ±0,9 
>100 >100 

XU20 

 

2,29 ±4,3 0 ±1,1 
2,88 ±0,1 0,98 ±0,2 

XU21 

 

0,18 ±2,1 0 ±0,9 
2,57 ±0,2 1,44 ±0,2 



 

o 

 

XU22 

 

6,61 ±0,9 0 ±0,7 
1,61±0,4 0,77 ±0,1 

XU23 

 

0,66 ±0,8 0 ±0,9 
2,19 ±0,2 0,69 ±0,02 

XU24 

 

14,31 ±1,2 11,57 ±0,2 
7,73 ±0,9 3,64 ±0,1 

XU25 

 

2,76 ±0,6 0 ±1,0 
3,5 ±0,2 0,4 ±0,1 

XU26 

 

9,03 

±0,8 

2,87 

±0,5 

4,3 

±1,0 

0,7 

±0,1 

XU27 

 

0,92 ±0,3 0 ±1,4 
2,9 ±1,2 1,0 ±0,2 

XU28 

 

0,78 ±1,8 0 ±1,7 
6,6 ±1,4 0,8 ±0,1 



 

p 

 

XU29 

 

0 ±1,4 4 ±3,1 
1,2 ±0,2 0,3 ±0,1 

XU30 

 

0 ±2,8 0 ±0,6 
1,5 ±0,4 0,1 ±0,01 
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Résumé / Resume 
 

Contexte : Dans le cadre de la recherche de nouvelles cibles pour le traitement du cancer, les phosphatases Cdc25 sont des candidats intéressants dont 
l'inhibition devrait permettre de ralentir la croissance tumorale et éventuellement d'améliorer les traitements actuellement en usage. 

Objectif : Les objectifs de ce projet de thèse sont de concevoir et synthétiser de nouveaux composés capables d'inhiber les CDC25, et de déterminer 
l'efficacité des meilleurs composés dans les lignées cellulaires du cancer du sein. 

Méthode : L’évaluation du potentiel inhibiteur des composés est réalisée in vitro par une méthode fluorimétrique très sensibilité (substrat 3-OMFP). 
Les effets des composés sont évalués dans les lignées cellulaires MCF-7 et MDA-MB-231 : La viabilité des cellules est évaluée par la méthode 
colorimétrique du MTT, la cytotoxicité est évaluée par coloration au bleu trypan et par observation microscopique avec le système de vidéo-
microscopie Incucyte. La mort cellulaire est caractérisée par la détection de marqueurs apoptotiques (caspases) et de marqueurs des dommages de 
l'ADN (H.2AX Histone PARP) par western blot. L’analyses des mécanismes liés à la mort cellulaire sont explorées par cytométrie en flux via la 
détection d'espèces réactives de l'oxygène (ERO) avec les sondes H2DCFDA et Redox Sensor Red. L'inhibition de CDC25 dans les cellules est évaluée 
indirectement par détection des formes phosphorylées dse CDK en Western Blot. 

Résultats : L’évaluation in vitro de 93 molécules synthétisées nous a permis d’identifier de nouveaux composés actifs. Ils appartiennent à diverses 
familles chimiques comprenant des stéroïdes, thiophènes, coumarines, imidazoles ainsi que des dérivés de quinone. Les dérivés coumariniques ont 
montré une intéressante inhibition de CDC25, non décrite jusqu’à présent. Une nouvelle structure coumarine-soufre-quinone, nommée SV37, a été 
conçue pour optimiser le potentiel d'inhibition. Ce composé présente un fort potentiel inhibiteur des  CDC25 in vitro (CI50 < 5uM pour CDC25 A et 
C). L’effet de SV37 sur la croissance cellulaire a été évalué sur les lignées cellulaires MCF-7, MDA-MB-231, hTERT-HME1 et HepG2 sur lesquelles 
une inhibition de la croissance cellulaire est observée (CI50 de 9 à 18 µM). L’analyse de la viabilité des cellules traitées à la CI50 indique l'absence de 
mort cellulaire pour la lignée MCF7, tandis que pour la lignée MDA-MB-231 la diminution de la croissance cellulaire est liée à une augmentation de la 
mort cellulaire. Afin d’étudier les mécanismes liés à la mort cellulaire, nous nous sommes concentrés sur l'étude du modèle triple négatif MDA-MB-
231. Les modifications morphologiques de ces cellules sont caractérisées par l'apparition d'altérations cellulaires compatibles avec la mort cellulaire. 
Le clivage des caspase-3 et 7 a été observé dès 16h de traitement, ce qui suggère l’induction d’une mort apoptotique. Par ailleurs, des ERO ont été 
détectées 15 min après le début du traitement, cette émission d’ERO a pu être totalement bloquée par un prétraitement avec la N-acétylcystéine (NAC). 
La détection de marqueurs des dommages de l'ADN, entre 16 et 28 heures après début du traitement, corrobore l'activation des caspases et les 
observations réalisées en vidéo-microscopie. Après traitement à CI50, une accumulation des pCDK dans les cellules a été observée après 4 et 8 heures, 
suggérant une inhibition de l'activité CDC25. De plus, les cellules prétraitées avec la NAC n'ont montré aucune accumulation de pCDK après 
traitement par SV37. Ces résultats suggèrent un lien direct entre la production de ROS induit par le composé SV37 et l’inhibition des CDC25.  

Conclusion : Ce projet a permis de définir les coumarines en tant que nouvelle classe de composés inhibitrice des phosphatases CDC25. Ces travaux 
ont de plus permis l'identification d’un composé coumarine-soufre-quinone SV37 qui constitue une structure de base pour le développement 
d’inhibiteurs de plus en plus efficaces, pouvant permettre une inhibition efficace de CDC25 et l’inhibition du développement des cellules tumorales. 

Mots Clefs : CDC25, Cancer du sein, Coumarine, Quinone, Mort cellulaire, Espèces réactives de l’oxygène. 
 

 

 

Background: Within the context of research for new targets for cancer therapy, Cdc25 phosphatases are interesting candidates, the inhibition of 

which being able to slow down tumor growth and eventually improve the cancer treatments currently in use. 

Objectives: The objectives of this PhD project are to design and synthesize new compounds able to inhibit CDC25 and to determine efficiency of 

identified compounds in breast cancer cell lines. 

Method: In vitro evaluation of inhibitory potential of compound is realized through a high sensitivity fluorometric method (3-OMFP substrate). 

Cellular effects were evaluated in MCF-7 and MDA-MB-231 cell lines. Effects on cell viability are assessed through MTT assays, and cytotoxicity is 

evaluated through trypan blue assays and microscopic observations with Incucyte videomicroscopy system. Cell death was characterized by detection 

of apoptotic markers (caspases) and DNA damages markers (PARP Histone H.2AX) by Western Blotting. The analyses of mechanisms underlying cell 

death were explored through cytometric detection of reactive oxygen species (ROS) with H2DCFDA and Redox Sensor Red probes. Inhibition of 

CDC25 in cells was indirectly evaluated through detection of phosphorylated forms of CDK by Western Blotting. 

Results: In vitro evaluation of 93 synthesized compounds allowed us to find new active compound in various chemical families including steroid, 

thiophene, coumarinic, imidazole and quinone derivatives. The coumarinic derivatives showed potent CDC25 inhibition. A new coumarin-sulfur-

quinone combined structure, named SV37, was designed to optimize efficiency of inhibition. In vitro tests on this compound, showed a strong CDC25 

inhibitory potential (IC50 under 5µM for CDC25 A and C). Effect of SV37 on cell growth was evaluated on various cell lines (MCF-7, MDA-MB-231, 

hTERT-HME1 and HepG2). Results indicate inhibition of cell growth (IC50 values from 9 to 18 µM). Analysis of cell viability indicates no remarkable cell 

death in MCF7 at IC50 value whereas in MDA-MB-231 the cell growth decrease was characterized by an increase of cell death. For deeper 

investigations on the cell death and on the underlying mechanisms, we focused the study on the triple negative model MDA-MB-231. The 

morphological changes of MDA-MB-231 cells during the treatment were characterized by the appearance of cellular alterations compatible with a 

cellular demise and culminating with a disruption of cells after 20h. Caspase-3 and 7 cleavages were observed 16h after beginning of the treatment, 

suggesting an apoptotic cell death. A ROS induction was observed 15 min after the beginning of the treatment and was totally prevented by N-

acetylcysteine (NAC) pretreatment. DNA damage markers were detected between 16 and 28 hours after beginning of treatment, a timing falling with 

caspase activation and with the appearance of cell demise observed by video microscopy. Accumulation of pCDK in cells was observed after 4 and 8 

hr of treatment by SV37 at IC50 suggesting an inhibition of CDC25 activity, and cells pretreated with NAC showed no accumulation of pCDK after 

SV37 treatment. This strongly suggests a direct link between ROS generation by the compound SV37 and the accumulation of pCDK.  

Conclusion: This project increased knowledge on inhibitors of CDC25 phosphatases and allowed the identification of coumarine compound as new 

CDC25 inhibitors. This work will enable the development of ever more efficient inhibitors, leading to efficient inhibition of CDC25 and inhibition of 

tumor development. 

Keywords: CDC25, Breast Cancer, Coumarine, Quinone, Cell death, Reactive Oxygen Species. 
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