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Analyse des propriétés oncogéniques et pro-fibrosantes de cIAP1/TRAF2 

cIAP1 (cellular Inhibitor of Apoptosis) est un important régulateur de la signalisation cellulaire et moléculaire 
appartenant à la famille des IAP (Inhibitor of Apoptosis). Elle interagit avec ses différents partenaires par ses domaines 
BIR (Bacculovirus IAP repeat) et possède un domaine RING (Really interesting New Gene) lui conférant une activité E3 
ubiquitine ligase. cIAP1 est impliquée dans différentes fonctions telles que l’inflammation, la différenciation, la migration et 
la prolifération cellulaire. Des anomalies d’expression ont été détectées dans différents types de cancers et sont très 
souvent associées à un mauvais pronostic et à une résistance aux traitements chimiothérapeutiques. Une surexpression 
de cIAP1 a aussi été retrouvée chez des patients atteints de fibrose pulmonaire idiopathique. Mon projet de thèse porte 
sur l’analyse des propriétés oncogéniques et pro-fibrosantes de cIAP1. Mes travaux ont démontré que son interaction avec 
son partenaire TRAF2 (TNF Receptor-Associated Factor 2) est nécessaire à ses propriétés oncogéniques, dans un modèle 
de MEF (Mouse Embryonic Fibroblasts) transformés avec l’oncogène H-Ras V12. TRAF2 est un adaptateur moléculaire 
permettant le recrutement de cIAP1 dans des plateformes de signalisation. Elle se lie sous forme de trimère au domaine 
BIR1 de cIAP1. La mutation ou la déplétion de ce domaine inhibe la croissance tumorale et la formation de métastases. 
L’expression d’un domaine BIR1 isolé force l’agrégation de TRAF2 et suffit à stimuler la croissance tumorale. Le binôme 
cIAP1/TRAF2 stimule l’activation des voies de signalisation ERK1/2 (Extracellular signal-Regulated Kinase) et NF-κB 
(Nuclear Factor κB). L’activation de NF-κB stimule la production d’IL-6, menant à l’activation autocrine de la voie STAT3 
(Signal Transducers and Activators of Transcription 3) /JAK (Janus Kinase). L’utilisation du niclosamide, un inhibiteur de 
l’activation de STAT3, inhibe la croissance tumorale des MEF exprimant cIAP1 mais n’a pas d’effet sur les MEF exprimant 
le mutant de cIAP1 déplété de son domaine BIR1, dans un modèle de xénogreffe chez la souris. Ces résultats montrent 
pour la première fois l’importance de la voie JAK/STAT3 dans les propriétés oncogéniques de cIAP1/TRAF2. La suite de 
mes travaux de thèse a porté sur l’étude du rôle du binôme cIAP1/TRAF2 dans le développement de la fibrose pulmonaire. 
Dans un modèle murin de fibrose pulmonaire induite à la bléomycine, l’utilisation du GDC-0152, un antagoniste des IAP, 
inhibe le développement de la maladie. Le développement de la fibrose pulmonaire est étroitement lié au TGF-β 
(Transforming Growth Factor-β). Pour la première fois, un rôle de cIAP1 dans les processus cellulaires médiés par le TGF-
β a été démontré. La déplétion de cIAP1 ou de TRAF2 bloque les processus cellulaires médiés par le TGF-β : il inhibe 
l’expression des marqueurs terminaux de différenciation mésenchymateuse et inhibe les différentes voies de signalisation, 
canonique ou non canonique activées par la cytokine. Une interaction entre cIAP1 et le récepteur TGFBR2 (TGF-β 
Receptor 2) a été détectée. L’ensemble de ces données mettent en évidence de nouvelles propriétés oncogéniques et 
pro-fibrosantes de cIAP1 dépendantes de son interaction avec TRAF2. 

Mots clés : Signalisation cellulaire, IAP, TRAF2, TGF-β, STAT3, Fibrose 

Analysis of the oncogenic and pro-fibrotic properties of cIAP1/TRAF2 

cIAP1 (cellular Inhibitor of Apoptosis) is an important regulator of cellular and molecular signaling belonging to 
the IAP (Inhibitor of Apoptosis) family. It interacts with its partners through its BIR domain (Bacculovirus IAP repeat) and 
has a RING domain (Really interesting New Gene) conferring an E3 ubiquitin ligase activity. cIAP1 participates in various 
functions such as inflammation, differentiation, migration and cell proliferation. Expression abnormalities have been 
detected in various types of cancers and are often associated with poor prognosis and resistance to chemotherapy. Over-
expression of cIAP1 was found in patients with idiopathic pulmonary fibrosis. My research project aimed to analyze the 
oncogenic and pro-fibrotic properties of cIAP1. My thesis work has shown that its interaction with its partner TRAF2 (TNF 
Receptor-Associated Factor 2) is essential for cIAP1’oncogenic properties in a model of Mouse Embryonic Fibroblasts 
transformed with the H-Ras V12 oncogene. TRAF2 is a molecular adaptor allowing the recruitment of cIAP1 in signaling 
platforms. TRAF2 trimer binds to the BIR1 domain of cIAP1 and mutation or depletion of this domain inhibited tumor growth 
and metastases formation. The expression of an isolated BIR1 domain forced the aggregation of TRAF2 and was sufficient 
to stimulate tumor growth. cIAP1/TRAF2 stimulated the activation of ERK1/2 (Extracellular signal-Regulated Kinase) and 
NF-κB (Nuclear Factor κB) signaling pathways. The activation of NF-κB stimulated the production of IL-6, leading to 
autocrine activation of STAT3 (Signal Transducers and Activators of Transcription 3) /JAK (Janus Kinase) pathway. 
Niclosamide, an inhibitor of STAT3 activation, inhibited tumor growth of MEF expressing cIAP1 but had no effect on MEF 
expressing the cIAP1 mutant depleted from its BIR1 domain in a xenograft model in mice. These results showed for the 
first time the importance of JAK/STAT3 pathway in the oncogenic properties of cIAP1/TRAF2. The rest of my thesis work 
focused on the study of the role of cIAP1/TRAF2 in the development of pulmonary fibrosis. In a mouse model of pulmonary 
fibrosis induced by bleomycin, the use of GDC-0152, an IAP antagonist, inhibited the disease development. The 
development of pulmonary fibrosis is closely related to TGF-β (Transforming Growth Factor-β). For the first time, a role of 
cIAP1 in cellular processes mediated by TGF-β has been demonstrated. Depletion of cIAP1 blocked cellular processes 
mediated by TGF-β. In addition, the expression of a cIAP1 mutant without E3 ubiquitin ligase activity or BIR1 domain also 
inhibited these cellular processes. The latter are dependent of the canonical and alternative signaling pathways of TGF-β. 
Depletion of cIAP1 blocked the activation of these signaling pathways. An interaction between cIAP1 and the TGFBR2 
(TGF-β Receptor 2) was detected by GST pull-down and co-immunoprecipitation. All these data highlight new oncogenic 
and pro-fibrotic properties of cIAP1 dependent on its interaction with TRAF2. 

Keywords: Cell signaling, IAP, TRAF2, TGF-β, STAT3, Fibrosis 
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I. Préambule 

Le cancer représente la deuxième cause de mortalité dans le monde après les maladies cardio-

vasculaires (OMS, 2021). L’INCa (Institut National du Cancer) définit le cancer comme une maladie 

provoquée par la transformation de cellules qui deviennent anormales et prolifèrent de façon 

excessive. Elles finissent par former une masse nommée tumeur maligne. Les cellules cancéreuses 

ont tendance à envahir les tissus voisins et à se détacher de la tumeur. Elles migrent alors par les 

vaisseaux sanguins et les vaisseaux lymphatiques pour aller former une autre tumeur appelée 

métastase. Les cancers les plus meurtriers sont ceux du poumon, du côlon et du foie. La lutte contre 

cette maladie est donc devenue un enjeu majeur de la recherche médicale. Sa prise en charge a 

considérablement évolué ces 15 dernières années avec le développement de molécules capables 

de neutraliser directement les anomalies cellulaires à l’origine du développement tumoral. Des cibles 

thérapeutiques très prometteuses sont les protéines de réponse au stress cellulaire, que les cellules 

cancéreuses utilisent pour s’adapter à un environnement cellulaire pas toujours très favorable et 

échapper à la surveillance immunitaire. Elles sont aussi des facteurs importants de résistance des 

cellules cancéreuses aux traitements chimiothérapeutiques. Parmi ces protéines, notre équipe 

s’intéresse plus spécifiquement aux protéines de la famille des IAP (Inhibitors of Apoptosis) et à leur 

rôle dans le cancer et la fibrose pulmonaire. Dans cette famille, cIAP1 (cellular Inhibitor of Apoptosis 

1) joue un rôle décisionnaire dans la mise en place d’une réponse appropriée des cellules (survie, 

différenciation, inflammation ou mort cellulaire) à la suite d’une stimulation des récepteurs de la 

superfamille des TNFR (Tumor Necrosis Factor Receptors), de certains PRR (Pattern Recognition 

Receptors) ou récepteurs de cytokines (Dumétier, Zadoroznyj et Dubrez, 2020). Des travaux 

effectués dans mon équipe d’accueil ont montré que cIAP1 pouvait contrôler aussi la réponse des 

cellules à un endommagement de l’ADN (Acide DésoxyriboNucléique) (Cartier et al., 2011; Glorian 

et al., 2017; Allègre et al., 2018). De nombreuses anomalies d’expression de cIAP1 ont été 

observées dans différents types de cancers et sa surexpression a souvent été corrélée à un mauvais 

pronostic, faisant de cette protéine une cible de choix pour les traitements anti-cancéreux. Des 

inhibiteurs pharmacologiques ciblant les IAP ont donc été développés et sont actuellement testés 

en essais cliniques, seuls ou en combinaison avec d’autres agents chimiothérapeutiques ou de la 

radiothérapie. Le sujet de ma thèse porte sur l’analyse des propriétés oncogéniques et pro-

fibrosantes de l’interaction entre cIAP1 et son partenaire historique TRAF2 (TNF Receptor-

Associated Factor 2). Les propriétés pro-fibrosantes de cette interaction seront étudiées par 

l’intermédiaire de l’étude des voies de signalisation médiées par le TGF-β (Transforming Growth 

Factor-β). L’introduction de ce manuscrit présentera pour commencer la protéine cIAP1 puis la 

protéine TRAF2. Les rôles de ces protéines dans les différentes voies de signalisation seront ensuite 

abordés. Pour conclure cette introduction, le TGF-β ainsi que ses différentes voies de signalisation 

seront développés. 
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II. cIAP1 et la famille des IAP 

A. Historique des IAP  

Les IAP constituent une famille de protéines caractérisées par la présence d’au moins un 

domaine BIR (Baculoviral IAP Repeat), retrouvées dans de nombreux organismes tels que les virus, 

les levures, les insectes ou les mammifères. Elles ont été identifiées au départ chez le baculovirus 

en tant que protéines virales permettant d’inhiber la mort cellulaire dans les cellules d’insecte afin 

de permettre la réplication du virus (Crook, Clem et Miller, 1993; Seshagiri et Miller, 1997). Elles ont 

ensuite été observées chez le nématode, le papillon, la drosophile ou les mammifères mais pas chez 

les plantes (il y a présence en revanche de protéines dites « IAP-like ») (Cao et al., 2008; Kim et al., 

2011). La première IAP découverte chez les mammifères a été NAIP (Neuronal Apoptosis Inhibitor 

Protein). L’étude de gènes impliqués dans l’amyotrophie spinale a mis en évidence l’importance de 

NAIP dans l’inhibition de l’apoptose de motoneurones (Roy et al., 1995; Duckett et al., 1996). Chez 

les mammifères, 8 membres possédant tous au moins un domaine BIR ont été découverts : cIAP1, 

cIAP2 (Cellular Inhibitor of Apoptosis 2) XIAP (X-Linked Inhibitor Of Apoptosis), ILP-2 (Inhibitor of 

apoptosis protein-related-Like Protein 2), ML-IAP (MeLanoma Inhibitor of Apoptosis), NAIP, Apollon 

et la survivine. Ces protéines ont été identifiées en premier lieu comme étant des inhibiteurs de 

l’apoptose mais ce sont avant tout des régulateurs de la signalisation cellulaire (Berthelet et Dubrez, 

2013; Dubrez et Rajalingam, 2015; Kocab et Duckett, 2016). Elles possèdent toutes au moins un 

domaine BIR et la plupart d’entre elles présentent en C-ter un domaine RING (Really Interesting 

New Gene) leur conférant une activité E3 ubiquitine ligase (Figure 1).  

 

Figure 1 : Représentation de la structure des membres de la famille des IAP. Les membres de la famille 

des IAP possèdent entre 1 et 3 domaines BIR impliqués dans les interactions avec leurs partenaires. Ces 
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derniers sont divisés en deux types : les domaines de type II (en bleu foncé) possèdent une poche hydrophobe 

permettant d’interagir avec le motif IBM (IAP Binding Motif) de leurs partenaires et les domaines de type I (en 

bleu clair) ne possèdent pas cette poche. Cinq d’entre elles présentent un domaine RING en C-terminal leur 

conférant une activité E3 ubiquitine ligase. cIAP1 et cIAP2 arborent un domaine CARD impliqué dans la 

régulation de leur activité E3 ligase et leur stabilité. cIAP1, cIAP2, XIAP et ILP-2 présentent un domaine UBA 

(UBiquitin-Associated) permettant la fixation de molécules d’ubiquitine. Apollon possède un domaine UBC 

(UBiquitin-Conjugating enzyme) lui conférant une fonction E2/E3 ubiquitine ligase. 

B. Structure et fonction de cIAP1 

1. Domaine BIR 

L’ensemble des protéines de la famille des IAP possède entre 1 et 3 domaines BIR 

positionnés en N-terminal, impliqués dans les interactions avec leurs partenaires protéiques. Ce 

sont des structures en doigts de zinc composés d’environ 80 acides aminés structurés en trois 

feuillets β et entre 4 et 5 hélices α stabilisées par un atome de zinc (Birnbaum, Clem et Miller, 1994; 

Hinds et al., 1999; Sun et al., 1999). Trois résidus cystéine et un résidu histidine sont conservés, 

permettant la conjugaison de l’atome de zinc (Srinivasula et Ashwell, 2008). Ces domaines sont 

divisés en deux types distincts : 

- Les domaines BIR de type II : Ils forment une poche hydrophobe sur laquelle va pouvoir 

se lier un motif peptidique de 4 acides aminés appelé IBM (IAP binding motif) (Wu et al., 

2000; Silke et Meier, 2013). La principale caractéristique de ce motif est la présence d’un 

résidu alanine et pour certains d’entre eux un résidu sérine qui interagit avec la poche 

hydrophobe. Ce motif est retrouvé dans l’extrémité N-terminale de la sous-unité de 

certaines caspases ou dans les antagonistes des IAP (Liu et al., 2000; Srinivasula et al., 

2001; Scott et al., 2005; Choi et al., 2009). Des modes d’interaction alternatifs existent 

aussi : le domaine BIR3 de cIAP1 peut fixer certains de ses partenaires avec un IBM non 

conventionnel (Kurakin et Bredesen, 2007) et la protéine ARTS est capable de se lier au 

BIR3 de XIAP indépendamment de l’IBM (Bornstein et al., 2011). Les domaines BIR de 

type II sont essentiels aux propriétés anti-apoptotiques de XIAP, permettant à ce dernier 

d’interagir avec les caspases 3, 7 et 9 et de les inhiber (Abbas et Larisch, 2020). cIAP1 

et 2 peuvent aussi interagir avec les caspase 7 et 9 par leur domaine BIR de type II mais 

ne semblent en revanche pas pouvoir les inhiber (Eckelman et Salvesen, 2006). 

- Les domaines BIR de type I : Les domaines BIR1 de XIAP et cIAP1/2 possèdent des 

résidus positifs, altérant la formation de la poche hydrophobe et bloquant l’interaction 

avec les protéines arborant un motif IBM. Ils n’interagissent donc pas avec les caspases 

et antagonistes des IAP. En revanche, ils interagissent de manière différente avec 

d’autres acteurs des voies de signalisation cellulaire (Samuel et al., 2006; Lu et al., 2007). 

Par exemple, ce domaine est primordial à l’interaction entre cIAP1 et son principal 

partenaire TRAF2 (Samuel et al., 2006). Cette interaction sera développée plus en 

profondeur dans la partie IV.A. 
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2. Domaine CARD  

Le domaine CARD (Caspase Recruitment Domain) est un petit domaine protéique impliqué 

dans les interactions entre les protéines. Il fait partie des domaines de mort et a été décrit dans un 

premier temps dans les caspases. Ce domaine joue un rôle important dans le recrutement de 

protéines au sein de complexes et donc dans les voies de signalisation telles que NF-κB (Nuclear 

Factor κB). Il est retrouvé dans de nombreux médiateurs apoptotiques tels que la caspase 9 ou 

APAF-1 (Apoptotic Peptidase Activating Factor 1) et dans des médiateurs inflammatoires tels que 

la caspase 1 et NOD2 (Nucleotide binding Oligomerization Domain-containing protein 2) (Bouchier‐

Hayes et Martin, 2002). Il est composé de six hélices α antiparallèles, un cœur central hydrophobe 

et de deux surfaces distinctes composées respectivement de résidus acides et basiques (Weber et 

Vincenz, 2001). Ces derniers permettent la formation d’interactions homotypiques entre les 

protéines retrouvées dans des complexes protéiques tels que l’apoptosome, l’inflammasome ou le 

NODosome. Le domaine CARD de cIAP1 n’est en revanche pas impliqué dans la formation 

d’interactions homotypiques (Lopez et al., 2011). Ce phénomène pourrait s’expliquer par la position 

du domaine CARD au sein de cIAP1 comparé aux autres protéines arborant ce domaine. cIAP1 

présente ce domaine au milieu de sa structure alors que les protéines formant des interactions 

homotypiques avec leur domaine CARD le présentent à leur extrémité N-terminale ou C-terminale 

(Jiang et Lin, 2012). Le domaine CARD de cIAP1 stabilise cette dernière en inhibant son activité E3-

ubiquitine ligase. En effet, la présence d’acides aminés chargés positivement à la surface du 

domaine CARD maintient cIAP1 dans une configuration fermée inactive. Cette configuration 

empêche la dimérisation de son domaine RING, la transition vers une forme ouverte active, le 

recrutement d’enzymes E2 et son auto-ubiquitination induisant sa propre dégradation (Lopez et al., 

2011). Il possède aussi un NES (Nuclear Export Signal) régulant la localisation de cIAP1 (Plenchette 

et al., 2004). De plus, les travaux de l’équipe du docteur Mosley ont montré l’importance du domaine 

CARD de cIAP1 dans le déclenchement de l’apoptose induite par BAX (Bcl-2–Associated X). 

L’épissage alternatif du gène murin codant pour cIAP1 génère une protéine cIAP1 tronquée de son 

domaine CARD. L’expression dans des cellules 293T de ce variant inhibe l’apoptose induite par 

l’expression de BAX plus efficacement que la forme totale de cIAP1. La perte de ce domaine semble 

aussi bloquer la capacité de cIAP1 à activer la voie NF-κB (Mosley et Keri, 2006). 

3. Domaine UBA 

Le domaine UBA fait le lien entre le domaine BIR3 et le domaine RING de plusieurs IAP 

possédant 3 domaines BIR comme cIAP1, cIAP2 et XIAP. Il possède une structure compacte 

composée de trois hélices α et va interagir directement avec les molécules d’ubiquitine. Cette 

interaction se fait par l’intermédiaire d’une région hydrophobe composée de deux motifs conservés : 

un motif MGF (Met/Leu-Gly-Phe/Tyr) situé en C-terminal de la première hélice α et un motif LL (Leu-

Leu/Val) situé à la fin de la troisième hélice α (Swanson, Hicke et Radhakrishnan, 2006; Tse et al., 

2011) (Figure 2). Le domaine UBA de cIAP1 lie de la mono-ubiquitine ainsi que des molécules 
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d’ubiquitine de type K48 et K63 (Blankenship et al., 2008; Gyrd-Hansen et al., 2008) et une mutation 

du motif MGF abolit entièrement la fixation des molécules d’ubiquitine (Blankenship et al., 2008). Il 

facilite l’ubiquitination de cIAP1 en favorisant l’interaction avec les enzymes E2 et régule ainsi son 

activité E3 ubiquitine ligase (Budhidarmo et Day, 2014). De plus, les travaux de l’équipe du 

professeur Meier ont démontré que le domaine UBA joue un rôle sur les propriétés oncogéniques 

de cIAP1 en favorisant l’inhibition de la mort cellulaire induite par RIPK1 (Receptor-Interacting 

serine/threonine-Protein Kinase 1) (Annibaldi et al., 2018) et en favorisant les voies de survie 

cellulaire (Gyrd-Hansen et al., 2008). 

 

Figure 2 : Structure du domaine UBA de cIAP2. Repris de Hansen et Meier, « IAPs: from caspase inhibitors 

to modulators of NF-κB, inflammation and cancer », Nature Reviews Cancer, 2010 (Gyrd-Hansen et Meier, 

2010). 

4. Le domaine RING et l’activité E3 ubiquitine ligase 

Sur les 8 protéines humaines de la famille des IAP, 5 possèdent en C-terminal un domaine 

RING (Dumétier, Zadoroznyj et Dubrez, 2020). Il est en doigt de zinc et est composé d’environ 40 

acides aminés. Il possède une séquence consensus composée de 8 résidus cystéine et histidine 

permettant la conjugaison de deux atomes de zinc. C’est ce domaine qui permet aux IAP de 

conjuguer des molécules d’ubiquitine à leurs partenaires. 

a) Le processus d’ubiquitination 

L’ubiquitination est une modification post-traductionnelle initialement décrite comme étant la 

principale méthode pour réguler la demi-vie des protéines ou induire la dégradation de protéines 

défectueuses. Ces recherches, réalisées sur la dégradation des protéines médiée par l’ubiquitine, 

ont mené au prix Nobel 2004 pour Aaron Ciechanover, Avram Hershko et Irvin Rose. À la suite de 

cette récompense, les recherches sur ce domaine ont pris beaucoup d’ampleur et ont permis de 

mettre en évidence un système beaucoup plus complexe impliqué aussi bien dans la dégradation 

des protéines que dans leur activation ou leur localisation, jouant ainsi un rôle dans de nombreuses 

voies de signalisation cellulaire.  

L’ubiquitine est une petite protéine ubiquitaire de 76 acides aminés qui peut se fixer de façon 

covalente aux protéines. La conjugaison de molécules d’ubiquitine implique le recrutement de trois 
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enzymes appelées E1 (ubiquitin-activating enzyme), E2 (ubiquitin-conjugating enzyme) et E3 

(ubiquitin protein-ligase). Dans certains cas, une quatrième enzyme E4 peut aussi être impliquée 

(Hoppe, 2005). L’ubiquitine est dans un premier temps sujette à un processus d’activation, 

consistant à son transfert au niveau du site actif d’une enzyme E1 de manière dépendante de l’ATP. 

Elle est ensuite transférée à un résidu cystéine de l’enzyme E2. L’enzyme E3 recrute l’enzyme E2 

et la protéine cible, et induit le transfert de l’ubiquitine vers un résidu lysine de cette protéine (Zheng 

et Shabek, 2015). Actuellement, uniquement deux enzymes E1, une trentaine d’enzymes E2 et plus 

de 600 enzymes E3 sont connues. Les molécules d’ubiquitine se lient à leurs substrats par une 

interaction entre leur domaine C-terminal et le groupe amine de la lysine, sur un site (mono-

ubiquitination) ou plusieurs sites (multi-mono-ubiquitination) de la protéine. Elles peuvent aussi se 

lier les unes aux autres par leurs résidus lysine. Elles en possèdent sept (K6, K11, K27, K29, K33, 

K48, K63) qui peuvent tous former des liaisons covalentes avec d’autres molécules d’ubiquitine et 

former ainsi des chaînes d’ubiquitine (poly-ubiquitination) du type des résidus lysine impliqués 

(Dumétier, Zadoroznyj et Dubrez, 2020). Elles ont aussi la faculté de se lier entre elles par une 

interaction N-terminal/C-terminal et former ainsi une chaîne linéaire de type M1 (Kirisako et al., 

2006). Ces chaînes sont classifiées en fonction du type de lien entre les molécules d’ubiquitine : 

- Chaînes homotypiques : les molécules d’ubiquitine sont liées les unes aux autres 

uniformément via le même type d’interaction (M1, K6, K11, K27, K29, K33, K48, K63). 

- Chaînes hétérotypiques : les molécules d’ubiquitine sont liées les unes aux autres via 

différents types de fixation. Ces chaînes sont classées en deux catégories : 

➢ Mixtes : les molécules d’ubiquitine de la chaîne ne sont modifiées que sur un seul 

site récepteur. 

➢ Branchées : au moins une molécule d’ubiquitine de la chaîne est modifiée sur 

deux sites récepteurs ou plus (Figure 3). 
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Figure 3 : La réaction d’ubiquitination et les différentes chaînes d’ubiquitine. Dans un premier temps, 

l’ubiquitine est sujette à un processus d’activation, consistant à son transfert au niveau du site actif d’une 

enzyme E1 de manière dépendante de l’ATP puis est transférée à l’enzyme E2. L’enzyme E2 se lie à l’enzyme 

E3 qui catalyse la fixation de l’ubiquitine sur son substrat pour former différents types d’ubiquitination : A. 

Mono-ubiquitination : une seule molécule d’ubiquitine est conjuguée au substrat. B. Multi-mono-ubiquitination 

: une seule molécule d’ubiquitine est conjuguée sur plusieurs sites du substrat. C. Chaînes homotypiques : 

plusieurs molécules d’ubiquitine sont liées les unes aux autres uniformément via le même type d’interaction. 

D. Chaînes hétérotypiques mixte : plusieurs molécules d’ubiquitine sont liées les unes aux autres via différents 

types de fixation. Chaque ubiquitine n’est modifiée que sur un site récepteur. E. Chaînes hétérotypiques 

branchées : au moins une molécule d’ubiquitine de la chaîne est modifiée sur deux sites récepteurs ou plus. 

Cette grande variété permet aux chaînes d’ubiquitine d’accomplir de nombreuses fonctions 

différentes. Par exemple, les protéines conjuguées avec une chaîne homotypique K48 sont 

adressées au protéasome pour dégradation. À l’inverse, les chaînes homotypiques de type M1 ou 

K63 jouent plutôt un rôle dans la stabilité et le recrutement des protéines sur les plateformes de 

signalisation (Pickart et Fushman, 2004; Feltham, Khan et Silke, 2012; Akutsu, Dikic et Bremm, 

2016). 

b) Fonctions du domaine RING  

Le domaine RING confère une activité E3 ubiquitine ligase aux IAP. Ces dernières vont donc 

pouvoir recruter des enzymes E2 afin de transférer des molécules d’ubiquitine à leurs partenaires 

protéiques recrutés à l’aide de leurs domaines BIR. Pour cela, la dimérisation du domaine RING est 

nécessaire (Mace et al., 2008; Feltham et al., 2011) et est réalisée à partir de l’extrémité C-terminale 

de ce domaine. En effet, une étude de mutagénèse réalisée par l’équipe du professeur Vaux a mis 

en évidence l’importance des 13 acides aminés suivant le domaine RING en C-terminal dans la 

dimérisation des IAP (Silke et al., 2005a). Sous leur forme monomérique, les IAP sont stables mais 
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inactives. Une analyse cristallographique des domaines UBA, CARD, RING et BIR3 de cIAP1 a 

démontré que cette dernière, sous sa forme monomérique, est repliée et séquestre le domaine RING 

en son cœur et ne peut donc pas jouer son rôle d’E3 ligase (Dueber et al., 2011). La fixation d’une 

E2 ligase est possible mais ne suffit pas à induire sa dimérisation et donc le transfert de l’ubiquitine 

(Feltham et al., 2011; Phillips et al., 2014). De la même manière que le domaine CARD, le domaine 

BIR3 semble être capital au maintien de cIAP1 sous sa forme monomérique. De plus, une étude 

réalisée sur les HEK293 (cellules embryonnaires de rein humain) dans lesquelles cIAP1 a été 

surexprimée a permis de mettre en évidence la capacité de cIAP1 à induire sa propre dégradation 

par le protéasome en s’auto-ubiquitinant, ce qui pourrait démontrer sa capacité à se dimériser 

spontanément. En revanche, l’expression de TRAF2, une protéine appartenant à la famille des 

TRAF interagissant avec le domaine BIR1 de cIAP1, stabilise cIAP1 et bloque son auto-

ubiquitination et donc sa dégradation (Csomos, Brady et Duckett, 2009). 

c) Régulation de cIAP1 par la protéine SMAC/DIABLO 

La protéine mitochondriale SMAC (Second Mitochondria-derived Activator of Caspases) 

aussi appelée DIABLO (Direct IAP-Binding protein with Low PI) est l’antagoniste endogène des 

IAPs. Des expériences de co-immunoprécipitation ont démontré sa capacité à interagir à la fois avec 

XIAP ainsi que cIAP1 et 2 (Du et al., 2000; Verhagen et al., 2000). SMAC/DIABLO est séquestrée 

dans les mitochondries mais, en cas d’induction de l’apoptose, est libérée dans le cytosol. Le clivage 

protéolytique de la séquence de criblage mitochondrial de 55 acides aminés à son extrémité N-

terminal expose une séquence IBM de quatre acides aminés hydrophobes (AVPI) qui peut interagir 

avec les domaines BIR2 et BIR3 de XIAP et cIAP1/2 (Liu et al., 2000; Verhagen et al., 2000). Dans 

le cadre d’une interaction avec XIAP, le domaine IBM de SMAC/DIABLO entre en compétition avec 

celui des caspases 3 et 7 pour le domaine BIR2 et de la caspase 9 pour le domaine BIR3, bloquant 

ainsi leurs inhibitions et favorisant le déclenchement de l’apoptose (Ekert et al., 2001; Suzuki, 

Nakabayashi et Takahashi, 2001; Huang et al., 2003; Kulathila et al., 2009; Hui et al., 2011). Une 

interaction de SMAC/DIABLO ou de SMAC mimétiques (des composés mimant l’action de 

SMAC/DIABLO) avec cIAP1 stimule sa dimérisation, son activation, son auto-ubiquitination et donc 

sa dégradation (Yang et Du, 2004; Dueber et al., 2011) (Figure 4). De façon inverse, le KO (knock-

out) de SMAC dans un modèle murin de cancer du côlon augmente le taux de cIAP1. De plus, le 

taux de SMAC/DIABLO est inversement proportionnel à la progression de cancer du côlon humain 

(Qiu et al., 2013).  
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Figure 4 : Fonction de la protéine SMAC/DIABLO. La protéine SMAC/DIABLO est une protéine 

mitochondriale. L’arrivée de signaux apoptotiques induit sa sortie de la mitochondrie et le clivage des 55 

premiers acides aminés en N-terminal, permettant l’exposition de son motif AVPI. Ce motif habilite SMAC à 

interagir avec les protéines de la famille des IAP possédant des domaines BIR de type II. Son interaction avec 

XIAP libère les caspases et induit le déclenchement de l’apoptose. Sa liaison avec cIAP1 déclenche l’activation 

et l’auto-ubiquitination de cIAP1, ayant pour conséquence la dégradation par le protéasome de cIAP1. 

C. L’importance de l’homologie de structure entre cIAP1 et cIAP2 

Au sein de la famille des IAP, cIAP1 et cIAP2 présentent une très forte homologie structurale 

(Figure 1). Elles se rapprochent également de XIAP, mais à la différence de cette dernière, elles 

possèdent un domaine CARD ainsi que certaines différences importantes dans leurs domaines BIR. 

Par exemple, cIAP1 et 2 ont, au sein de leur domaine BIR3, certains résidus incompatibles avec 

l’inhibition de la caspase 9 (Eckelman et Salvesen, 2006). Ces importantes similarités structurales 

entre cIAP1 et cIAP2 leur confèrent une certaine redondance de fonction. Elles interagissent avec 

de nombreuses protéines en commun telles que TRAF2 et sont donc très souvent impliquées dans 

les mêmes voies de signalisation (Dumétier, Zadoroznyj et Dubrez, 2020), qui seront développées 

plus en profondeur dans la partie IV. Par exemple, Mahoney et al. ont démontré que la déplétion de 

cIAP1 ou cIAP2 ne bloque que très peu l’activation de la voie NF-κB, alors que leur double inhibition 

diminue drastiquement l’activation de cette voie (Mahoney et al., 2008).  cIAP2 est même retrouvée 

surexprimée dans des modèles murins KO pour cIAP1, démontrant un possible système de 

compensation entre ces deux protéines (Conze et al., 2005; Heard, Bertrand et Barker, 2015). 
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Pour autant, la similarité structurale de cIAP1 et cIAP2 n’empêche pas ces protéines de 

posséder des fonctions distinctes. cIAP1 joue par exemple un rôle important dans la régulation du 

cycle cellulaire en modulant l’action de E2F1 (E2 promoter binding Factor 1) et p21, rôle qui ne 

semble pas pouvoir être exercé par cIAP2 (Glorian et al., 2017; Chen et al., 2018). En 2012, l’équipe 

de Vaux a de plus démontré que la déplétion de cIAP2 et XIAP dans un modèle murin ne pose pas 

de problème au développement embryonnaire. À l’inverse, la double déplétion de cIAP1 et cIAP2 

ou XIAP et cIAP1 conduit à la mort in utero seulement 10 jours après la gestation (Moulin et al., 

2012). cIAP1 est aussi exprimée dans la plupart des tissus humains alors que cIAP2 est 

principalement retrouvée dans les tissus lymphoïdes, le système urinaire et l’appareil digestif 

(Zadoroznyj et Dubrez, 2022). 

D. cIAP1 dans les cancers humains 

1. Surexpression de cIAP1 dans les cancers 

Les gènes codant cIAP1 et cIAP2 chez l’humain sont retrouvés à proximité l’un de l’autre sur 

la région du chromosome 11q21-22. Elle code aussi pour des MMP (Matrix MetalloProteinase) et la 

protéine YAP (Yes-Associated Protein 1). Cette région a été retrouvée amplifiée dans de nombreux 

cancers tels que le cancer du foie (Zender et al., 2006), le carcinome mammaire (Cheng et al., 2010; 

Pluta et al., 2015), le médulloblastome (Reardon et al., 1997), les cancers du poumon à petites 

cellules et non à petites cellules (Ferreira et al., 2001; Dai et al., 2003), le cancer du pancréas 

(Esposito et al., 2007) et la leucémie lymphoïde chronique (Vallat et al., 2003). L’équipe du 

professeur Inazawa a retrouvé une amplification de 11q21-22 dans deux lignées cellulaires dérivées 

d’une tumeur primaire de carcinome épidermoïde de l'œsophage. Parmi les protéines 

potentiellement amplifiées, seule cIAP1 a été retrouvée amplifiée dans les deux tumeurs et est 

associée avec une résistance aux traitements chimiothérapeutiques (Imoto et al., 2001). L’analyse 

de cIAP1 dans 60 lignées de cancers humains par Tamm et al. démontre une corrélation entre la 

résistance des lignées cancéreuses au cisplatine et au carboplatine, à l’inhibiteur de la 

topoisomérase VP-16 (ou étoposide) et aux agents alkylants et le niveau de protéine cIAP1. 

Surprenamment, le taux de cIAP1 n’est pas corrélé avec la quantité d’ARN messager mais serait 

plutôt lié à une régulation de la stabilité de la protéine (Tamm et al., 2000). L’analyse des cellules 

leucémiques de 100 patients atteints de leucémie lymphoïde chronique comparée à 27 contrôles 

par cytométrie en flux et Western Blot montre une surexpression de cIAP1 et cIAP2 et une baisse 

d’expression de leur antagoniste SMAC/DIABLO. Un fort taux de cIAP1 et cIAP2 et un faible taux 

de SMAC/DIABLO est retrouvé chez les patients atteints d’une pathologie progressive. De plus, un 

fort taux de survivine et de cIAP1 au début du traitement est facteur de mauvais pronostic 

(Grzybowska-Izydorczyk et al., 2010). L’étude par immunohistochimie de 75 carcinomes 

épidermoïdes de la langue par Qi et al. révèle la présence de cIAP1 dans le cytoplasme (63% des 

échantillons), le noyau (51%) ou les deux (49%). Ils ont mis en évidence une corrélation entre 
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l’expression de cIAP1 dans ces différents compartiments avec la formation de métastases, 

suggérant un rôle de cIAP1 comme marqueur prédictif de la formation de métastases (Qi et al., 

2008).  

2. Importance de la localisation nucléaire de cIAP1  

À la différence de XIAP et cIAP2, qui sont principalement cytoplasmiques, cIAP1 est 

retrouvée à la fois dans le cytoplasme et dans le noyau. L’équipe du professeur Inazawa a réalisé 

une étude immunohistochimique sur 70 tumeurs primaires de patientes atteintes de cancer du col 

de l’utérus et a mis en évidence une corrélation inverse entre le taux de cIAP1 nucléaire et la survie 

ainsi que la durée sans récidive après un traitement radiothérapeutique, démontrant que le taux de 

cIAP1 nucléaire pourrait être un marqueur prédictif de la résistance aux radiothérapies (Imoto et al., 

2002). De la même manière, l’analyse par immunohistochimie de 102 patients atteints d’un cancer 

de la vessie par Che et al. montre la présence de cIAP1 dans le cytoplasme et le noyau. Sa présence 

ne semble jouer aucun rôle sur la survie ou le risque de récidive. En revanche, un taux élevé de 

cIAP1 nucléaire est corrélé avec un faible taux de survie, un fort taux de rechute et une expression 

élevée de KI67, un marqueur de prolifération, faisant de cIAP1 un marqueur de mauvais pronostic 

dans le cancer de la vessie (Che et al., 2012). Une autre étude sur le cancer de la vessie a relié un 

fort taux de survivine et de cIAP1 nucléaire avec un mauvais pronostic et un risque de rechute rapide 

(Chen et al., 2013). Les mêmes types de résultats ont été obtenus par l’équipe du docteur Matsubara 

par Western Blot et immunohistochimie sur 57 cas de carcinome épidermoïde de la tête et du cou. 

cIAP1 a été détectée dans la fraction nucléaire (30 % des cas) et cytoplasmique (49%). La 

localisation nucléaire est corrélée avec la formation de métastases, un stade avancé de la maladie 

et un mauvais pronostic alors que la localisation cytoplasmique semble être uniquement associée à 

la formation de métastases (Tanimoto et al., 2005). Les propriétés de cIAP1 semblent donc 

dépendantes à la fois de son expression et de sa localisation.   

3. Le cas particulier du myélome multiple  

Les propriétés pro-tumorales de cIAP1 sont en général associées à sa surexpression. De 

manière inattendue, Keats et al. ont découvert une perte d’expression de cIAP1 dans certains cas 

de myélome multiple. Une analyse par hybridation génomique comparative sur micro-réseau d'ADN 

à haute résolution de 155 échantillons humains a mis en évidence une dérégulation de la voie NF-

κB dans 20% des cas. De plus, des mutations causant l’inactivation de cIAP1 et 2 ainsi que TRAF2 

et 3 ont été détectées, or ces dernières ont la capacité d’inhiber la voie NF-κB non canonique 

(Dumétier, Zadoroznyj et Dubrez, 2020). De plus, une surexpression de NIK (NF-κB Inducing 

Kinase), un acteur de l’activation de la voie NF-κB non canonique, a été recensée. Cette voie de 

signalisation sera développée plus en profondeur dans la partie IV.B.1. Ces mutations permettent 

donc l’activation de la voie NF-κB non canonique induisant potentiellement le développement de la 

maladie (Keats et al., 2007). Un essai clinique de phase 2 a analysé l’action du Bortezomib comme 
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étant prometteur dans des cas de myélomes multiples (Richardson et al., 2003). Cette molécule est 

utilisée en tant qu’inhibiteur du protéasome mais des études ont montré sa capacité à inhiber la voie 

NF-κB (Waes, 2007). L’activation de la voie NF-κB semble donc jouer un rôle important dans le 

développement de myélomes multiples. 

4. Thérapie ciblée à base de SMAC mimétiques  

Le rôle des IAP dans de nombreux types de cancers les a mis en évidence comme 

potentielles cibles thérapeutiques. C’est pour cela que de nombreux SMAC mimétiques, des 

composés capables de mimer l’action de la protéine SMAC/DIABLO ont été développés et sont 

actuellement utilisés en essai clinique (phase I, II ou III).  

a) Le développement des SMAC mimétiques 

L’effet de SMAC/DIABLO sur XIAP ainsi que l’analyse précise du domaine d’interaction (Liu 

et al., 2000; Shi, 2002) a mené dans un premier temps au développement de peptides de SMAC 

afin d’inhiber l’activité anti-apoptotique de XIAP. Fulda et al, ont été les premiers à mettre en 

évidence la capacité de ces peptides à accroître la mort cellulaire induite par TRAIL (Tumor-

necrosis-factor Related Apoptosis Inducing Ligand) ou par des composés chimiothérapeutiques 

(Fulda et al., 2002). Il a ensuite été démontré que ces peptides pouvaient se lier directement à XIAP, 

mais aussi à d’autres IAP tels que cIAP1 et ML-IAP et ainsi inhiber leurs activités, notamment leur 

capacité à inhiber l’apoptose (Arnt et al., 2002; Vucic et al., 2002; Franklin et al., 2003). Ces études 

ont donc été les premières à démontrer que mimer le motif AVPI de SMAC/DIABLO était une 

méthode efficace pour inhiber les IAP. En revanche, ces composés ne possèdent pas les propriétés 

pharmacologiques nécessaires pour être utilisés en clinique. C’est pour cela que de nouveaux 

composés appelés SMAC mimétiques, capables de mimer l’action du motif AVPI, ont été 

développés. Ce sont des composés capables de se fixer aux domaines BIR2 et BIR3 des IAP afin 

de bloquer leur activité et d’induire l’auto-ubiquitination et la dégradation de cIAP1 (Varfolomeev et 

al., 2007; Dueber et al., 2011; Feltham et al., 2011).  

Les SMAC mimétiques sont divisés en deux groupes : monovalents s’ils ne possèdent qu’un 

seul motif AVPI ou bivalents s’ils en possèdent deux (Sun et al., 2008) (Figure 5). Le premier SMAC 

mimétique développé en 2004 par Sun et al. était monovalent et était 23 fois plus affin pour le 

domaine BIR3 de XIAP que la protéine native (Sun et al., 2004). Le problème représenté par les 

SMAC monovalents était qu’ils ne pouvaient se lier qu’à un seul domaine BIR à la fois (en général 

le BIR3), or comme cela a été mentionné précédemment, les deux domaines BIR sont impliqués 

dans l’interaction avec les caspases. De plus, la protéine SMAC/DIABLO est active sous forme 

d’homodimère et il a été montré que ce dernier pouvait se fixer simultanément aux domaines BIR2 

et BIR3 (Huang et al., 2003). C’est pour cela que les SMAC mimétiques bivalents, capables de se 

lier aux deux domaines à la fois, ont été développés. Une étude réalisée sur le SMAC mimétique 

bivalent SM-164 a montré une efficacité plus importante que son homologue monovalent et une 
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capacité à induire l’apoptose à une concentration de 1µM dans la lignée leucémique HL-60 (Sun et 

al., 2007). 

 

Figure 5 : Structure du motif AVPI de SMAC/DIABLO et des SMAC mimétiques utilisés en essai 

clinique. Adapté de Dubrez et al., « IAP proteins as targets for drug development in oncology», OncoTargets 

and Therapy, 2013. (Dubrez, Berthelet et Glorian, 2013) 

b) Les SMAC mimétiques en monothérapie  

Plusieurs inhibiteurs des IAP ont été ou sont actuellement testés en essais cliniques de 

phase II.  Le LCL-161 est un SMAC mimétique bivalent testé en essai clinique. Il se lie 

préférentiellement à cIAP1 et induit sa dégradation mais inhibe aussi cIAP2 et XIAP. Des études in 

vivo sur des modèles de xénogreffes de tumeurs solides murines montrent une diminution de la 

croissance tumorale à la suite de l’administration par gavage de LCL-161 (Houghton et al., 2012). 

Un essai clinique de phase II sur des patients atteint de myélofibrose résistants aux inhibiteurs de 

JAK (Janus kinases) montre une réponse positive au traitement chez 30% des patients. De plus, 

une partie des patients ne répondant pas positivement au traitement présentent une diminution du 

taux de cIAP1 mais présentent également une augmentation du taux de XIAP, suggérant un 

nouveau mécanisme d’échappement tumoral dépendant de XIAP (Pemmaraju et al., 2018). 
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Le tolinapant (ASTX660) est un nouveau SMAC mimétique non peptidomimétique ayant une 

affinité équivalente pour cIAP1 et XIAP et conçu par l’approche Fragment-Based Drug Design. Cette 

méthode consiste à identifier des petites molécules organiques, appelées fragments, ciblant des 

protéines impliquées dans différentes pathologies. Ces fragments, ne présentant en général qu’une 

faible affinité pour leurs cibles, sont ensuite liés entre eux ou modifiés afin d’améliorer leur affinité et 

en faire de bons médicaments candidats. L’utilisation du tolinapant dans un essai clinique de phase 

I a montré une activité clinique chez les patients atteints de lymphome T tout en ne présentant que 

très peu d’effets indésirables (Mita et al., 2020). Des essais cliniques de phase II sont en cours 

(NCT02503423 et NCT04362007) et montrent déjà des effets très encourageants sur les lymphomes 

T cutanés et périphériques (Samaniego et al., 2019).  

Le birinapant est un des antagonistes des IAP les plus étudiés et les plus utilisés dans les 

essais cliniques. C’est un SMAC mimétique bivalent pouvant se fixer à XIAP et cIAP1/2 mais qui 

possède une affinité beaucoup plus grande pour cIAP1. Son utilisation sur un modèle 

d’adénocarcinome du pancréas primaire stoppe ou diminue de façon significative la croissance 

tumorale (Ma et al., 2012). De la même manière, il induit une rémission des leucémies aigües 

lymphoblastiques dans des modèles de xénogreffes (Smith et al., 2012). Ces résultats ont mené à 

l’utilisation du birinapant en monothérapie lors d’essais cliniques et en particulier en phase II sur des 

cancers de l’ovaire épithéliaux ne répondant pas aux traitements à base de sels de platine. Le 

traitement a été bien toléré et une inhibition des IAP a été détectée. Malheureusement, aucun effet 

thérapeutique n’a été détecté, entraînant la fin de cet essai et incitant plutôt à la mise en place de 

thérapies combinées utilisant les SMAC mimétiques (Noonan et al., 2016).  

c) Les thérapies combinées  

L’efficacité modérée des monothérapies à base de SMAC mimétiques a mené à la mise en 

place de combinaisons avec d’autres traitements afin d’accroître leur efficacité. Par exemple, 

l’utilisation du birinapant dans un modèle de glioblastome multiforme chez la souris sensibilise les 

cellules à un rayonnement ionisant. Le birinapant, comme le LCL-161 ont été utilisés en étude de 

phase II en thérapie combinée avec plus ou moins de succès. La combinaison du birinapant avec le 

5-Azacytidine, un analogue de la cytidine qui agit comme un inhibiteur de la synthèse et de la 

méthylation de l’ADN, n’a montré aucun effet thérapeutique et augmente même le risque d’effets 

secondaires graves tels que des infections ou des thrombocytopénies (Donnellan et al., 2016). À 

l’inverse, sa combinaison avec l’irinotécan, un dérivé semi-synthétique de la camptothécine utilisé 

pour le traitement des cancers colorectaux, a montré des bénéfices cliniques chez les patients 

résistants au traitement à l’irinotécan seul (Senzer et al., 2013). De la même manière, la combinaison 

du LCL-161 avec le paclitaxel, un agent anti-mitotique utilisé dans le traitement du cancer du sein 

triple négatif, semble être efficace mais possède une toxicité élevée (Parton et al., 2015). 
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Le Debio 1143 (Xevinapant) est un SMAC mimétique monovalent ciblant XIAP et cIAP1/2. 

Son utilisation sur un modèle de xénogreffe de cancer d’ovaire murin sensibilise les cellules au 

carboplatine, un sel de platine utilisé comme agent chimiothérapeutique (Brunckhorst et al., 2012). 

Deux études de phase II chez des patients ayant un cancer épidermoïde localement avancé de la 

tête et du cou ont démontré l’efficacité de la combinaison du Debio 1143 avec le cisplatine, un autre 

sel de platine utilisé en chimiothérapie. La première étude montre que la combinaison des deux est 

bien tolérée et permet d’accroître le nombre de lymphocytes T PD1 (Programmed cell Death 1) /PD-

L1 (PD-ligand 1) positifs mais un marquage au KI67 montre que la combinaison n’a pas d’effet sur 

la prolifération tumorale (Gomez-Roca et al., 2019). La seconde étude combine ces deux agents 

avec un traitement radiothérapeutique. La combinaison de ces trois agents n’a pas d’effet 

secondaire majeur et accroît la durée de survie sans progression et le contrôle locorégional (Bourhis 

et al., 2019). Ces résultats ont mené à la mise en place d’une étude de phase III sur les cancers 

épidermoïdes localement avancés de la tête et du cou, encore en cours aujourd’hui qui est 

actuellement la seule étude de phase III impliquant des antagonistes des IAP (Tableau 1). 

Tableau 1 : Les SMAC mimétiques en essai clinique de phase II. Adapté de Kumar et al., « The Multiple 

Roles of the IAP Super-family in cancer », Pharmacology & Therapeutics, 2020. CBPC : Cancer Bronchique 

à Petites Cellules, PTCL : Lymphome T périphérique, CTCL : Lymphome T cutané, ATLL : 

lymphome/leucémie à cellules T de l'adulte, SMD : syndrome myélodysplasique, LMMC : Leucémie 

MyéloMonocytaire Chronique et AZA : AZAcitidine (Kumar et al., 2020). 

SMAC 

mimétique 

Type de 

cancer 

Combinaison Patients  Début 

d’inclusion 

Fin 

d’inclusion 

Statut  Référence et 

numéro d’essai 

clinique 

Debio 

1143 

Carcinome 

épidermoïde 

de la tête et 

du cou 

Cisplatine + 

radiothérapie 

110 Oct 2013 Juin 2022 Complété NCT02022098 

(Bourhis et al., 

2019) 

Cisplatine 24 Août 2015  Juillet 

2018 

Complété 2014-004655-

31 (Gomez-

Roca et al., 

2019) 

Cancer 

solide 

Nivolumab 72 Avril 2019 Mai 2022 Complété NCT04122625 

69 Mai 2019 En cours Recrutement 2018-003546-

16 

Cancer 

épithélial de 

l'ovaire 

Carboplatine 

+ paclitaxel 

35 Juin 2016 Janvier 

2018 

Fin anticipée 2015-005137-

42 

LCL-161 Myélome 

multiple 

Cyclophos-

phamide 

25 Nov 2013 Juin 2017 Complété NCT01955434 

Myélofibrose Monothérapie 40 Déc 2014 Déc 2021 Complété NCT02098161 
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(Pemmaraju et 

al., 2018) 

CBPC et 

cancer des 

ovaires 

Topotecan 52 Mars 

2016 

Juillet 

2019 

Interrompue 

par Novartis 

NCT02649673 

Cancer du 

sein triple 

négatif 

Paclitaxel 209 Août 2012 Sept 2014 Complété 2012-000677-

23 

(Parton et al., 

2015; Bardia et 

al., 2018) 

ASTX 660 Tumeurs 

solides 

Monothérapie 230 Juillet 

2015 

En cours Active NCT02503423 

(Samaniego et 

al., 2019) 

 PTCL, 

CTCL et 

ATLL 

Monothérapie 61 Avril 2020 Sept 2024 Active NCT04362007 

Brirnapant Tumeurs 

solides 

Pembroli-

zumabe 

135 Août 2017 Juin 2021 Complété NCT02587962 

Carboplatine 

et Paclitaxel, 

Irinotecan 

176 Oct 2010 Mars 

2014 

Complété NCT01188499 

(Senzer et al., 

2013) 

SMD AZA 21 Juin 2013 Nov 2015 Complété 

 

NCT01828346 

SMD et 

LMMC 

AZA 118 Juin 2014 Juin 2016 Fin anticipée NCT02147873 

(Donnellan et 

al., 2016) 

Cancer des 

ovaires 

Monothérapie 11 Août 2012 Avril 2014 Fin anticipée NCT01681368 

(Noonan et al., 

2016) 

APG-

1387 

Tumeurs 

solides 

avancées 

Toripalimab 108 Avril 2020 Avril 2024 Recrutement NCT04284488 

 

  



35 
 

III. La protéine TRAF2 et la famille des TRAF 

La protéine TRAF2 est la principale partenaire de cIAP1. Elle appartient à la famille des 

TRAF, une famille d’adaptateurs cytoplasmiques impliqués dans la transmission de signaux de 

nombreux récepteurs et permet donc le recrutement de cIAP1 dans les complexes de signalisation. 

A. La famille des TRAF  

La famille des TRAF est une famille de protéines composée de 7 membres chez les 

mammifères découverte au milieu des années 1990. L’équipe du docteur Goddel a étudié le 

récepteur TNFR2, un des deux récepteurs au TNFα (Tumor Necrosis Factor α) et a ainsi identifié 4 

protéines partenaires de ce récepteur. Deux d’entre elles étaient les protéines cIAP1 et cIAP2. Les 

deux autres correspondaient aux protéines TRAF1 et TRAF2. Elles ne présentaient pas 

d’homologies avec les protéines connues à l’époque mais présentaient un domaine conservé en C-

terminal d’environ 200 acides aminés, qui a été nommé domaine TRAF et qui caractérise les 

membres de la famille des TRAF (Rothe et al., 1994). Quatre autres protéines présentant ce 

domaine ont été découvertes et ont été nommées TRAF3, 4, 5 et 6 (Siegmund, Wagner et Wajant, 

2022). Une septième protéine, TRAF7, appartient à cette famille mais sa présence est discutée, 

TRAF7 ne possédant qu’un domaine TRAF partiel (Xie, 2013). Ces protéines sont impliquées dans 

de nombreuses voies de signalisation menant à l’activation de facteurs de transcription telles que 

NF-κB, les MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases) et les IRF (Interferon Regulatory Factors), 

leur permettant de jouer un rôle dans de nombreuses fonctions parmi lesquelles se trouvent le 

développement embryonnaire, la réponse au stress et le métabolisme des os (So, Nagashima et 

Ishii, 2015; Yang et Sun, 2015). Le rôle majeur des TRAF est de servir d’adaptateur dans 

l’assemblage des plateformes de signalisation. Excepté TRAF1, toutes les protéines de cette famille 

possèdent en N-terminal un domaine RING suivi de 5 à 7 structures en doigt de zinc leur conférant 

une activé E3 ubiquitine ligase. Ces protéines régulent donc les voies de signalisation par leur 

activité E3 ligase et leur rôle d’adaptateur (Figure 6). 



36 
 

 

Figure 6 : Structure des membres de la famille des TRAF. Les protéines de la famille des TRAF sont 

composées d’un domaine TRAF impliqué dans les interactions entres protéines en C-terminal. Ce domaine 

TRAF est divisé en deux parties : une région TRAF-C impliquée principalement dans l’interaction des TRAF 

avec différents récepteurs et la région TRAF-N, nécessaire à la trimérisation des TRAF et à leurs interactions 

avec leurs partenaires protéiques. TRAF7 ne possède pas de région TRAF-C mais arbore des domaines 

WD40 impliqués dans les interactions protéine/protéine et protéine/ADN. Excepté TRAF1, les TRAF 

présentent un domaine RING en N-terminal, suivi de motifs en doigts de zinc, leur conférant une activité E3 

ubiquitine ligase. 

B. Structure des protéines de la famille des TRAF 

1. Le domaine TRAF 

Le domaine TRAF est un domaine situé en C-terminal d’environ 180 acides aminés. Il est 

impliqué dans les interactions entre les protéines et il caractérise les membres de la famille des 

TRAF. Les structures du domaine TRAF de TRAF2 et TRAF6 ont été étudiées en premier par 

l’équipe du docteur Wu en 1999 et 2002 (Park et al., 1999; Ye et al., 2002). Depuis, les structures 

des domaines des autres protéines de cette famille ont aussi été étudiées (Zhang et al., 2012; Niu 

et al., 2013; Kim et al., 2016). Ce domaine est divisé en deux parties : la région située du côté N-

terminal en super hélice appelée TRAF-N et la région située du côté C-terminal formé de 7 à 8 

feuillets β antiparallèles appelée TRAF-C ou MATH (Meprin And TRAF Homology) (Lalani et al., 

2018). La région TRAF-C reconnaît certaines séquences consensus des fractions cytoplasmiques 

des différents récepteurs ou d’autres protéines adaptatrices avec lesquelles interagissent les TRAF. 

Cette région est fortement conservée et uniquement de petites modifications structurales vont définir 

la spécificité des TRAF pour certains récepteurs (Chung et al., 2007; Ely, Kodandapani et Wu, 2007). 
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À l’inverse, la région TRAF-N est beaucoup plus variable. Par exemple, les boucles connectant les 

feuillets β5 et β6 ainsi que β6 et β7 sont plus longues que celles des autres TRAF et ces légères 

différences pourraient être responsables des différences fonctionnelles des TRAF (Park, 2018). De 

plus, la région TRAF-N est impliquée dans la stabilisation des trimères de TRAF. En effet, les 

protéines de la famille des TRAF forment des structures homo- ou hetérotrimériques stables et 

fonctionnelles, stabilisées par le domaine TRAF-N, capables de se lier à des récepteurs sous forme 

trimérique (Rothe et al., 1994; Ceccarelli et al., 2015; Kim et al., 2016) (Figure 7). Il a été démontré 

que TRAF2 pouvait s’hétérotrimériser avec TRAF1 ou TRAF3 (He et al., 2004; Mace et al., 2010). 

 

Figure 7 : Représentation des domaines TRAF. Schéma repris de la revue de Park : « Structure of TRAF 

Family: Current Understanding of Receptor Recognition », Frontiers in Immunology, 2018. (A) Représentation 

électrostatique de la surface des domaines TRAF des protéines de la famille des TRAF. Pymol a été utilisé 

pour calculer le potentiel électrostatique. Les régions de liaison aux récepteurs des domaines TRAF sont 

indiquées par des cercles en pointillés. (B) Schéma des trimères de TRAF. Les monomères sont représentés 

en différentes couleurs. Les vues du dessus (image supérieure) et de coté (image inférieure) sont 

représentées. Les astérisques représentent les domaines d’interaction avec les récepteurs (Park, 2018). 

2. Le domaine RING et l’activité E3 ubiquitine ligase 

Le domaine RING est retrouvé sur 6 des 7 protéines de la famille des TRAF : TRAF1 ne 

présente pas ce domaine. Il est suivi de 5 à 7 domaines à doigts de zinc. De la même manière que 

les IAP, ce domaine confère une activité E3 ubiquitine ligase aux TRAF. Ces dernières sont donc 

capables de réguler les différentes voies de signalisation par des processus d’ubiquitination. Le 

domaine RING a la capacité de se dimériser mais les dimères ne sont pas stables (Yin, Lamothe, et 

al., 2009; Yin, Lin, et al., 2009). Plus récemment, l’équipe du professeur Day a démontré que lors 

de l’interaction des trimères de TRAF avec les différents récepteurs, un réseau de trimères de TRAF 
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se forme, stabilisé par l’homo- ou l’hétérodimérisation des domaines RING des différents TRAF (Das 

et al., 2021, 2022) (Figure 8). Le domaine RING de TRAF6 est le domaine RING qui a été le plus 

étudié chez les TRAF. Ce dernier catalyse spécifiquement la formation de chaînes de type K63 

impliquées dans l’activation de voies de signalisation (Deng et al., 2000; Liu et Chen, 2011). Il induit 

l’auto-ubiquitination de TRAF6 qui est nécessaire à l’activation de IKK (Inhibitor of κB Kinase) par 

TRAF6 et donc à l’activation de NF-κB (Lamothe et al., 2007). Le domaine RING de TRAF2 semble 

être associé à la formation de chaînes d’ubiquitine de type K48 (Gonzalvez et al., 2012; Xu et al., 

2017) et K63 (Vallabhapurapu et al., 2008; Zhang et al., 2021). Cette activité est toutefois remise en 

cause dans plusieurs voies de signalisation cellulaire et en particulier dans la voie NF-κB induite par 

le TNFα. TRAF2 ne jouerait que le rôle d’adaptateur pour les IAP, et en particulier cIAP1, et ce 

dernier jouerait le rôle d’E3 ubiquitine ligase (Vince et al., 2009; Yin, Lin, et al., 2009; Silke, 2011). 

De plus, l’analyse cristallographique du domaine RING de TRAF2 démontre des différences 

structurales avec le domaine RING de TRAF6, et en particulier au niveau des acides aminés 

impliqués dans l’interaction avec l’enzyme E2 UBC13. Ces différences bloquent l’interaction de 

TRAF2 avec cette enzyme E2 et mettent en avant un potentiel rôle de TRAF2 indépendant de son 

activité E3 ubiquitine ligase (Yin, Lamothe, et al., 2009). 

 

Figure 8 : La dimérisation des domaines RING forme des ponts pour stabiliser les réseaux de trimères 

de TRAF. Schéma repris de l’article de Das et al. : « TRAF trimers form immune signalling networks via RING 

domain dimerization », FEBS Letters, 2022. Lors de l’interaction de ligands avec leurs récepteurs, ces derniers 

recrutent des trimères de TRAF. Les domaines RING de différents trimères de TRAF se dimérisent afin de 

stabiliser un réseau formé à partir de ces trimères (Das et al., 2022). 

C. TRAF2, un adaptateur moléculaire au service des récepteurs 

TRAF2 ainsi que les autres protéines de la famille des TRAF ont été décrites avant tout 

comme des adaptateurs moléculaires se liant, directement ou indirectement, à de nombreux 
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récepteurs régulant une grande variété de processus cellulaires. TRAF2 régule donc ainsi une 

grande panoplie de voies de signalisation qui seront décrites plus précisément dans la partie IV.  

1. TRAF2 et les récepteurs de la superfamille du TNF 

TRAF2 est un adapteur protéique détecté au niveau de nombreux récepteurs (Figure 9). Il a 

été découvert lors d’une étude des partenaires du récepteur TNFR2, un récepteur de la superfamille 

du TNF. Cette superfamille de récepteurs régule de nombreuses fonctions biologiques telles que la 

réponse immunitaire, l’inflammation, le développement du cerveau ou l’homéostasie des tissus 

(Twohig et al., 2011; Cabal-Hierro et Lazo, 2012; Ward-Kavanagh et al., 2016). Ces récepteurs se 

caractérisent par la présence d’un domaine riche en résidus cystéine impliqué dans l’interaction avec 

leurs ligands (Bodmer, Schneider et Tschopp, 2002). Ces récepteurs sont divisés en deux groupes : 

- Les récepteurs FAS, DR4 (Death Receptor 4), DR5 et TNFR1, appelés aussi récepteurs 

de mort, présentent dans leur région intracellulaire un DD (Death Domain), originellement 

identifié chez les récepteurs TNFR1 et FAS comme étant responsable de leur fonction 

apoptotique (Itoh et Nagata, 1993; Tartaglia et al., 1993). En fonction du contexte 

cellulaire, le TNFR1 conduit à l’activation de différents types de signalisation cellulaire 

tels que la mort par apoptose, par nécroptose ou la survie cellulaire médiée par NF-κB 

(Wajant et Scheurich, 2011; Dondelinger et al., 2016). TRAF2 ne peut pas interagir 

directement avec ces récepteurs mais régule la signalisation du TNFR1 par des 

interactions indirectes via des adaptateurs : la protéine TRADD (TNFR1-Associated 

Death Domain Protein) interagit avec le récepteur TNFR1 et sert d’adaptateur à TRAF2, 

qui pourra ainsi réguler l’activité de ce récepteur (Muntané, 2011). 

- La majorité d’entre eux, tels que les récepteurs CD40 (Cluster Differentiation 40), BAFF-

R (B-cell Activating Factor Receptor), TNFR2, FN14 (Fibroblast growth factor-inducible 

protein 14), LTβR (LymphoToxin β Receptor) et RANK (Receptor Activator of Nuclear 

factor κB) ne possède pas ce DD mais possède des TIM (TRAF-Interacting Motifs) dans 

leur région intracellulaire (Muppidi, Tschopp et Siegel, 2004; Cabal-Hierro et Lazo, 2012), 

permettant à TRAF2 d’interagir directement avec une partie de ces récepteurs. Son 

interaction directe avec TNFR2 est la première à avoir été démontrée et est impliquée 

dans l’activation des voies des MAPK et NF-κB (Cabal-Hierro et Lazo, 2012). TRAF2 

interagit aussi directement avec d’autres récepteurs de cette famille tels que CD40, lui 

permettant ainsi de réguler la voie NF-κB alternative (Hostager et Bishop, 2013). 

2. TRAF2 et les PRR 

Les membres de la famille des TRAF ont été retrouvés au niveau de certains PRR (Pattern 

Recognition Receptors) (Figure 9). Les PRR sont des protéines capables de reconnaître des PAMP 

(Pathogen-Associated Molecular Pattern), telles que les composants des membranes bactériennes 

et fongiques ou DAMP (Danger-Associated Molecular Pattern), correspondant par exemple à des 
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molécules libérées par des cellules endommagées. Ils sont retrouvés associés à la membrane de 

nombreux types cellulaires, immunitaires ou non, tels que les cellules dendritiques, les fibroblastes, 

les macrophages ou les cellules épithéliales mais ils sont aussi retrouvés dans le cytosol, les 

mitochondries et même sécrétés dans la circulation sanguine et les liquides interstitiels (Amarante-

Mendes et al., 2018). Les PRR sont divisés en quatre familles : les TLR (Toll-Like Receptors), les 

NLR (NOD Like Receptors), les RLR (RIG-1 (Retinoic acid-Inducible Gene 1) -Like Receptors) et les 

CLR (C-type Lectin Receptors) (Walsh et al., 2013). 

a) TRAF2 et les TLR 

La famille des TLR est la famille de récepteurs la plus étudiée parmi les PRR. Ces récepteurs 

possèdent un domaine LRR (Leucine-Rich Repeat) extra-cytoplasmique qui reconnaît les PAMP et 

les DAMP et induit l’homo- ou l’hétérodimérisation des TLR, permettant le recrutement des différents 

adaptateurs protéiques sur le domaine TIR (Toll/IL(InterLeukin)-1 Receptor) cytoplasmique et donc 

la transduction du signal. Ces récepteurs sont soit retrouvés à la membrane (TRL1, 2, 4, 5, 6 et 10) 

et reconnaissent les lipides et les protéines, soit dans le cytosol (TLR3, 7, 8, 9) et reconnaissent les 

acides nucléiques exogènes (Ostuni, Zanoni et Granucci, 2010). TRAF6 et TRAF3 sont les protéines 

de la famille des TRAF les mieux décrites au niveau des TLR et en particulier les TLR3 et TLR4. Ils 

n’interagissent pas directement avec ces récepteurs mais à partir d’adaptateurs et vont réguler les 

voies de signalisation déclenchées par ces derniers telles que les voies NF-κB, les MAPK et les IRF 

(Häcker et al., 2006; Oganesyan et al., 2006; Keating et Bowie, 2009). Le rôle de TRAF2 dans la 

régulation des TLR est moins clair mais elle semble réguler la réponse antivirale médiée par le TLR3 

par l’axe GSK3β (Glycogen Synthase Kinase 3β) -TRAF2-Src (SRC Proto-Oncogene) (Ko et al., 

2019), ainsi que les voies de signalisation induites par l’activation du TLR4 (Jin et al., 2015; Busca 

et al., 2018; Sujitha, Dinesh et Rasool, 2018). Ces voies de signalisation seront approfondies dans 

la partie IV.E.1. De plus, Xie et al. ont démontré dans un modèle de souris KO inductible pour TRAF2 

l’importance de cette dernière dans la production d’IFN (Interféron) de type I dépendante des TLR3 

et 4 dans certains types cellulaires tels que les cellules dendritiques, les macrophages et les MEF 

(Mouse Embryonic Fibroblasts) (Xie et al., 2019). 

b) TRAF2 et les NLR 

Les NLR sont une famille de récepteurs cytosoliques, sensibles aux PAMP et DAMP et dont 

la fonction est analogue aux TLR. Leur activation va par exemple induire la production de cytokines 

inflammatoires, d’IFN ou de ROS (Reactive Oxygen Species) (Philpott et Girardin, 2010). Ils sont 

caractérisés par la présence d’un domaine NOD central permettant la liaison aux nucléotides, un 

domaine LRR en C-terminal et des domaines permettant le recrutement de protéines en N-terminal 

tels que des domaines CARD. La protéine de la famille des IAP NAIP fait aussi partie de cette famille 

et présente donc des domaines BIR en N-terminal (Elinav et al., 2011; Bonardi et al., 2012). NOD1 

et 2 sont les deux premiers récepteurs de la famille NLR découverts par l’équipe du professeur 
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Nunez, respectivement en 1999 et 2001 (Inohara et al., 1999; Ogura et al., 2001). Leur stimulation 

par des motifs bactériens mène à l’activation de la voie NF-κB et des MAPK (Caruso et al., 2014), 

dépendante d’une interaction indirecte avec les protéines TRAF2, 5 et 6 (Abbott et al., 2007; 

Hasegawa et al., 2008; Brodsky et Monack, 2009; Xie, 2013). 

c) TRAF2 et les RLR 

La famille des RLR est une famille d’hélicases à ARN qui détectent l’ARN viral accumulé 

durant les infections virales. Elles sont indispensables à la réponse antivirale dans la plupart des 

types cellulaires. Cette famille est composée de trois membres : RIG-I, MDA5 (Melanoma 

Differentiation-Associated protein 5) et LGP2 (Laboratory of Genetics and Physiology 2). RIG-1 et 

MDA5 possèdent un domaine CARD leur permettant le recrutement de la protéine MAVS 

(Mitochondrial AntiViral Signaling adaptor) par une interaction CARD/CARD à la membrane de la 

mitochondrie (Rehwinkel et Gack, 2020). MAVS recrute directement TRAF2, déclenchant le 

recrutement d’autres acteurs des voies de signalisation et l’activation de la MAPK p38 (Mikkelsen et 

al., 2009; Nakhaei et al., 2009) et de la voie NF-κB (Fang et al., 2017), qui sera approfondie dans la 

partie IV.E.3. De plus, les déplétions de TRAF2 et TRAF5 mènent à une diminution de l’activation 

d’IRF3 et de NF-κB médiée par RIG-1 (Xie, 2013). 

3. TRAF2 et les récepteurs aux cytokines 

Les cytokines sont des acteurs clé de l’inflammation. Elles sont sécrétées à la suite de stimuli, 

sont reconnues par leur récepteur présent à la surface de différentes types cellulaires et régulent 

ainsi de nombreuses fonctions biologiques. De nombreuses études ont montré une interaction des 

TRAF avec les récepteurs aux cytokines. Il a été démontré que TRAF2 pouvait réguler la 

signalisation de l’IL-17 en se liant à Act1 (NF-κB Activator 1), un adaptateur de l’IL-17R (Swaidani 

et al., 2019), ainsi que celle de l’IFN en interagissant directement avec la sous unité IFNAR1 (IFN-

Alpha/beta Receptor 1) du récepteur à l’IFN (Yang et al., 2015). Elle peut aussi réguler négativement 

les voies de signalisation médiées par l’IL-6 en se liant directement à la sous-unité gp130 de l’IL-6R 

(Kimura et al., 2018). 
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Figure 9 : Principaux récepteurs recrutant TRAF2. Les interactions indirectes sont représentées par des 

flèches en pointillés et les interactions directes par des flèches pleines. La protéine MAVS sert d’adaptateur à 

TRAF2 pour les récepteurs RIG-1 et MDA5.  

D. TRAF2 dans les différentes pathologies 

1. TRAF2 dans les cancers 

À partir des bases de données TCGA (The Cancer Genome Atlas) et COSMIC (Catalogue 

Of Somatic Mutations In Cancer), Zhu et al. ont analysé la fréquence des altérations génétiques de 

TRAF2 dans différents cancers humains. Elles sont inférieures à 6%, sont retrouvées principalement 

dans les cancers de la prostate (5.5%), des ovaires (5.1%), de l’utérus (4.4%), de l’œsophage, de 

la peau (3.9%), de la tête et du cou (3.2%), de la vessie (3.2%) et de l’estomac (3.1%) et 

correspondent à des délétions, des amplifications ou des mutations (Zhu et al., 2018). Une autre 

étude réalisée par l’équipe du professeur Hahn sur 3131 échantillons de cancer humain (2520 

carcinomes et 311 lignées cellulaires) a mis en avant une amplification récurrente de TRAF2 dans 

environ 13% de l’ensemble des cancers humains et plus spécifiquement dans 15% des cancers 

épithéliaux (Shen et al., 2015). 

a) TRAF2 et son activité pro-tumorale  

Une amplification de TRAF2 associée avec une activité pro-tumorale a été observée dans 

les cancers de la prostate (Wei et al., 2017), du pancréas (Trauzold et al., 2005), du poumon (Zheng 

et al., 2008), gastriques (Zhao et al., 2018), du côlon (Peng et al., 2012) et les glioblastomes (Zhang 

et al., 2017). Des analyses par immunohistochimie de 36 échantillons de patients atteints de cancer 

du pancréas et par Western blot de lignées cancéreuses résistantes à l’apoptose induite par FAS 

présentent une surexpression de TRAF2. La surexpression de TRAF2 dans la lignée de cancer 

humaine colorectale colo357, sensible à l’apoptose provoquée par FAS, inhibe la mort induite par 
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cette dernière, l’activation de la voie NF-κB et l’augmentation du potentiel invasif (Trauzold et al., 

2005). L’équipe du docteur Qin a observé une corrélation entre l’expression de TRAF2 et l’invasion 

tumorale ainsi que les métastases. L’étude des lignées cancéreuses MGC80-3 et AGS a permis 

d’associer l’action pro-migratoire de TRAF2 avec l’activation de la voie NF-κB et l’augmentation de 

la production d’IL-8 (Zhao et al., 2018). De la même manière, un fort taux de TRAF2 est retrouvé 

dans des cancers de la prostate présentant un faible temps de survie sans récurrence et un fort 

score de Gleason (score utilisé dans les cancers de la prostate, plus il est élevé, plus le cancer est 

agressif et la mortalité élevée). Un KO TRAF2 dans des lignées de cancer de la prostate humaine 

augmente leur sensibilité à la protéine TRAIL (Wei et al., 2017). 

b) TRAF2 et son activité anti-tumorale  

Certaines études présentent TRAF2 comme un suppresseur de tumeur. Une expression 

diminuée de TRAF2 associée avec un mauvais pronostic a été décrite dans les lymphomes 

(Compagno et al., 2009; Rahal et al., 2014; Saba et Wiestner, 2014) et les cancers du foie 

(Schneider et al., 2017). L’équipe du professeur Stegmeier a analysé 165 échantillons de patients 

atteints de lymphome du Manteau et a détecté une mutation de TRAF2 ou cIAP2 dans 15 % des 

patients, associée avec une résistance à l’ibrutinib qui serait due à une activation accrue de la voie 

NF-κB dépendante de NIK en absence de cIAP2 ou TRAF2 (Rahal et al., 2014). Une étude de 99 

patients atteints de cancer du foie a mis en avant une corrélation inverse entre le taux de 

TRAF2/RIPK1 et la survie. La déplétion de RIPK1 ou TRAF2 dans des modèles murins a induit 

l’altération de la voie NF-κB, l’hyperactivation de la caspase 8 et le développement spontané de 

carcinomes hépatocellulaires (Schneider et al., 2017).  

2. TRAF2 et les maladies inflammatoires  

L’analyse de nombreuses pathologies inflammatoires a permis de mettre en évidence une 

surexpression de TRAF2 dans un bon nombre d’entre elles. Chez l’humain, une surexpression de 

TRAF2 a été observée lors d’expositions de la peau à des UV (Tobin, Hogerlinden et Toftgård, 

1998), dans des plaques d’athérosclérose (Zirlik et al., 2007), dans des tissus inflammés ou non de 

patients atteints de maladies inflammatoires chroniques de l'intestin (cette surexpression est 

associée à des risques de rechute (Qiao et al., 2013; Shen et al., 2013)), et chez des patients atteints 

de la maladie d’Alzheimer ou de Parkinson (Culpan et al., 2009; Chung et al., 2013). TRAF2 joue 

un rôle au niveau de nombreux récepteurs impliqués dans la régulation de l’inflammation. Il n’est 

donc pas surprenant de le retrouver surexprimé dans certaines pathologies inflammatoires. 

3. Les thérapies anti-TRAF2  

Au vu de ses propriétés pro-tumorales et de son rôle dans les pathologies inflammatoires, 

TRAF2 serait une cible potentielle pour les traitements anti-cancéreux. Malheureusement, 

connaissant les nombreux événements intracellulaires dans lesquels TRAF2 est impliquée, il est 

difficile d’établir un axe permettant son inhibition générale. Il n’existe donc pas actuellement 
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d’antagoniste de TRAF2 permettant son inhibition complète. En revanche, le développement de 

petites molécules qui inhiberaient spécifiquement certains aspects de TRAF2 pourrait être une 

possibilité. En effet, la capacité du LDA (LiquiDambaric Acid) à cibler TRAF2 a été découverte par 

Yan et al. et permet l’inhibition de l’interaction entre TRAF2 et la β-caténine. Cette inhibition bloque 

l’activation de la voie de signalisation Wnt/β-caténine dans un modèle de cancer du côlon mais n’a 

pas d’effet sur l’interaction entre TRAF2 et TRADD (Yan et al., 2022). De plus, TRAF2 agit 

principalement en collaboration avec cIAP1 et cIAP2, donc les SMAC mimétiques seraient de 

potentiels inhibiteurs indirects de l’action de TRAF2 (Siegmund, Wagner et Wajant, 2022). 
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IV. TRAF2 et cIAP1 dans la signalisation cellulaire 

A. cIAP1 et TRAF2, des partenaires historiques 

L’étude du récepteur TNFR2 par co-immunoprécipitation a permis de découvrir la protéine 

cIAP1 ainsi que son binôme TRAF2 (Rothe et al., 1995). L’interaction entre ces deux protéines a été 

décrite avec précision par le groupe du Dr Mace. Elle a lieu au niveau du domaine TRAF-N de 

TRAF2 et en particulier au niveau des résidus 282 à 294. Ces résidus sont conservés chez TRAF1, 

étant aussi capable de lier cIAP1 mais avec une affinité moins grande que TRAF2. La liaison a lieu 

au niveau du domaine BIR1 de cIAP1 et plus particulièrement au niveau des résidus 40 à 119. Les 

résidus L47, M50 et R65 sont capitaux pour l’interaction avec TRAF2. En effet, la délétion de L47 

inhibe complètement l’interaction entre cIAP1 et TRAF2 et celle de M50 ou de R65 diminue 

partiellement leur interaction. Les résidus L47 et M50 forment une surface hydrophobe cohérente 

avec les interactions entre protéines. L’étude de la masse moléculaire du complexe par MALLS 

(Multiangle Laser Light Scattering) a mis en avant la capacité de cIAP1 à lier un trimère de TRAF2 

(Figure 10). Un dimère de cIAP1 aurait donc la possibilité d’interagir avec deux trimères de TRAF2. 

En revanche, un trimère de TRAF2 ne semble pouvoir lier qu’une seule protéine cIAP1, 

probablement à cause de la présence d’un encombrement stérique à la suite de la première 

interaction ou d’un réarrangement local qui perturbe les autres liaisons (Mace et al., 2010). Ce 

binôme est impliqué dans la régulation de nombreux récepteurs, tels que les TNFR ou les PRR et 

donc dans le contrôle des voies de signalisation médiées par ces derniers (Dumétier, Zadoroznyj et 

Dubrez, 2020).   

 

Figure 10 : Schéma de l’interaction entre cIAP1 et TRAF2. Schéma adapté de la revue de Zadoroznyj et 

Dubrez : « Cytoplasmic and Nuclear Functions of cIAP1 », Biomolecules, 2022. cIAP1 se lie à au domaine 

TRAF-N de TRAF2 par son domaine BIR1 et interagit avec un trimère de TRAF2. Cette interaction nécessite 

le résidu K47 de TRAF2 (Mace et al., 2010).   
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B. Les voies de signalisation NF-κB et des MAPK 

Les voies de signalisation NF-κB et des MAPK sont activées par une très grande panoplie 

de récepteurs tels que les récepteurs de la famille du TNFα ou les PRR. Elles sont donc régulées 

par un très grand nombre de protéines parmi lesquelles se trouvent cIAP1 et TRAF2. 

1. La voie NF-κB 

a) Les voies NF-κB canonique et non canonique 

 La famille NF-κB est une famille de facteurs de transcription fonctionnant sous forme d’homo- 

ou hétérodimères composés de 5 protéines : p65 (ou RelA), RelB, cRel, p50 (NF-κB1) et p52 (NF-

κB2) (Yu, Wan et Huang, 2009). Ils sont responsables de l’expression de nombreux gènes anti-

apoptotiques et cytokines pro-inflammatoires régulant l’immunité innée. En général, les dimères de 

NF-κB sont composés d’une des trois protéines Rel, synthétisées sous forme de protéines matures 

possédant un domaine TAD (Transcription transActivation Domain), et de p50 ou p52, synthétisées 

sous forme de précurseurs p105 ou p100 possédant une répétition ankyrine en C-terminal inhibant 

p50 et p52. En absence de stimulation, les dimères sont en général retenus dans le cytoplasme et 

l’activation des voies NF-κB permet leur translocation dans le noyau. Il existe deux voies NF-κB :  

- La voie canonique (ou classique) de NF-κB dans laquelle IκBα (NF-κB Inhibitor α), une 

protéine inhibitrice de la voie NF-κB, séquestre le dimère p65/p50. Le complexe IKK, 

composé de trois protéines : IKKα, IKKβ et IKKγ (ou NEMO (NF-kB Essential MOdulator)) 

provoque la phosphorylation de IκBα suivie de son ubiquitination et de sa dégradation par le 

protéasome, permettant ainsi la libération suivie de la translocation dans le noyau du dimère 

p65/p50 (Zhang, Lenardo et Baltimore, 2017; Xia et al., 2018). 

- La voie non canonique (ou alternative) qui met en jeu le dimère RelB/p52. La protéine NIK 

promeut la phosphorylation et l’activation de l’homodimère d’IKKα. Ce dernier phosphoryle 

le précurseur inactif p100 du dimère RelB/p100, déclenchant sa dégradation partielle par le 

protéasome en p52 active et la translocation du dimère RelB/p52 dans le noyau (Zhang, 

Lenardo et Baltimore, 2017; Xia et al., 2018) (Figure 11). 

b) La régulation de IKKγ par cIAP1 

La sous-unité IKKγ est la sous-unité régulatrice du complexe IKK. Elle est soumise à des 

mécanismes d’ubiquitination menant à son activation. cIAP1 fait partie des E3 ubiquitine ligases 

capables d’induire par exemple la poly-ubiquitination et mono-ubiquitination d’IKKγ (Tang et al., 

2003; Jin et al., 2009; Hinz et al., 2010). TRAF6 est capable de se lier à IKKγ et ainsi recruter cIAP1 

qui pourra ainsi mono-ubiquitiner IKKγ sur son résidu K285 et activer la voie NF-κB (Hinz et al., 

2010). Le domaine BIR2/3 de cIAP1 a même la capacité à lier directement la région N-terminale de 

IKKγ afin d’induire la mono-ubiquitination de IKK sur les résidus K277 et K309, contribuant à 

l’activation de NF-κB (Jin et al., 2009) (Figure 11). Le MCV (Molluscum Contagiosum Virus) est un 
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poxvirus capable d’inhiber l’activation d’IKKγ. Des analyses mutationnelles ont démontré que son 

site de fixation sur IKKγ est le même que cIAP1. MCV peut donc inhiber compétitivement l’interaction 

entre cIAP1 et IKKγ et ainsi bloquer la poly-ubiquitination d’IKKγ (Biswas et Shisler, 2017) (Figure 

11). 

 

Figure 11 : Les voies de signalisation NF-κB. 1. La stimulation de certains récepteurs tels que le TNFR1 

mène à l’activation de la voie canonique de NF-κB. Le complexe IKK, composé de IKKα, β et γ est recruté. 

cIAP1 et 2 activent IKKγ par ubiquitination. Le complexe IKK phosphoryle IκBα, induisant son ubiquitination et 

sa dégradation par le protéasome, libérant ainsi p50 et p65. Ces dernières sont ensuite transloquées dans le 

noyau et déclenchent des processus de prolifération, d’inflammation et de survie cellulaire. 2. La stimulation 

d’autres récepteurs comme le TNFR2 entraîne la voie non canonique de NF-κB. NIK active par 

phosphorylation IKKα, qui a son tour phosphoryle p100, déclenchant sa dégradation partielle en p52. Le 

dimère RelB/p52 est ensuite transloqué dans le noyau et favorise la survie cellulaire, l’inflammation et la 

prolifération. 

c) Régulation de la voie NF-κB non canonique par 

cIAP1/TRAF2 

L’accumulation de NIK dans le cytoplasme est le facteur décisif et déclencheur de l’activation 

de la voie non canonique de NF-κB. cIAP1 et cIAP2, par l’intermédiaire de TRAF2 et 3 ainsi que du 

système UPS (Ubiquitin Proteasome System), régulent le niveau d’expression de NIK (Zarnegar et 

al., 2008; Sun, 2017). Dans un premier temps, TRAF3 se fixe à NIK et recrute TRAF2 

(Vallabhapurapu et al., 2008). TRAF2 recrute ensuite spécifiquement cIAP1 et 2, qui vont induire 

l’ubiquitination de type K48 de NIK et ainsi déclencher la dégradation de ce dernier et donc inhiber 
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la voie NF-κB non canonique (Zarnegar et al., 2008; Lee et al., 2014). La déplétion de cIAP1 et 2 ou 

l’utilisation de SMAC mimétiques stabilise NIK et accroît l’activation de la voie NF-κB non canonique 

(Vince et al., 2007). L’étude de lignées cellulaires humaines de myélome multiple a associé une forte 

expression de NIK, entraînant une activation importante de NF-κB, avec une faible expression de 

cIAP1 et 2, sans que l’expression de TRAF3 ne soit altérée (Annunziata et al., 2007; Keats et al., 

2007). NIK présente un domaine IBM avec lequel le domaine BIR2 de cIAP1 va interagir afin de 

renforcer les interactions entre les protéines du complexe cIAP1-2/TRAF2-3/NIK. De plus, la 

mutation de ce domaine IBM provoque l’activation accrue de la voie NF-κB non canonique, 

démontrant l’importance de l’interaction directe entre cIAP1 et NIK dans l’inhibition de cette voie 

(Lee et al., 2014) (Figure 17).  

2. Les MAPK 

a) Les différentes voies des MAPK 

La signalisation cellulaire transmise par de nombreux récepteurs tels que les GPCR (G 

Protein-Coupled Receptor), les RTK (Receptor Tyrosine Kinase) ainsi que les récepteurs aux 

cytokines induisent l’activation de la cascade de signalisation des MAPK, une famille de 

sérine/thréonine kinases ubiquitaires (Kholodenko et Birtwistle, 2009). Elles sont impliquées dans la 

régulation de nombreux processus cellulaires fondamentaux tels que la migration, la différenciation, 

la croissance, la prolifération et la mort cellulaire. Cette cascade de signalisation est en général 

divisée en trois étapes de phosphorylation impliquant trois kinases. Elle est initiée par l’activation 

d’une MAPKKK (MAPK Kinase Kinase) à la suite de stimuli extracellulaires. Cette MAPKKK 

phosphoryle et active ensuite directement une MAPKK (MAPK Kinase), qui à son tour active une 

MAPK par la phosphorylation d’un motif thréonine-x-tyrosine. La MAPK phosphoryle ensuite 

différentes protéines, régulant ainsi la fonction de ces protéines et l’expression de certains gènes et 

permettant à la cellule d’exécuter une réponse appropriée (Zhang et Dong, 2007; Morrison, 2012; 

Guo et al., 2020). 

Chez les mammifères, 14 MAPK ont été identifiées et sont divisées en deux groupes. Le 

premier groupe correspond aux MAPK conventionnelles et représente l’ensemble des MAPK dont 

la cascade de phosphorylation se déroule en trois étapes. Ce groupe est divisé en quatre sous-

groupes : les MAPK ERK1/2 (Extracellular signal-Regulated Kinases 1/2), JNK (c-Jun N-terminal 

Kinase), la MAPK p38 et la MAPK ERK5. Le second groupe correspond aux MAPK atypiques et 

regroupe l’ensemble des MAPK dont la cascade de signalisation ne suit pas les trois étapes 

conventionnelles. Elles sont divisées en trois sous-groupes : les MAPK ERK3/4, ERK7/8 et NLK 

(NEMO-Like Kinase) (Moens, Kostenko et Sveinbjørnsson, 2013) (Figure 12). Parmi ces protéines, 

une attention toute particulière a été portée sur les MAPK ERK1/2, JNK et p38. Les voies de 

signalisation de JNK et p38 sont en général activées en réponse aux cytokines inflammatoires et au 
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stress induit par des stimuli chimique, biologique ou physique alors que la voie ERK1/2 est en 

général initiée par des facteurs de croissance (Morrison, 2012; Yue et López, 2020).  

 

Figure 12 : Schéma récapitulatif des différentes voies des MAPK. Schéma adapté de la revue de Moens 

: « The Role of Mitogen-Activated Protein Kinase-Activated Protein Kinases (MAPKAPKs) in Inflammation », 

Genes, 2013. Les MAPK sont divisées en deux groupes, les MAPK conventionnelles et les MAPK atypiques. 

Les MAPKs conventionnelles sont activées en trois étapes impliquant des MAPKKK, des MAPKK puis les 

MAPK. Les MAPK ERK1/2/5, activées principalement par des facteurs de croissance, mènent à des processus 

de croissance, différenciation et développement cellulaire. Les MAPK p38 et JNK, stimulées principalement 

par des facteurs de stress et des cytokines inflammatoires, conduisent à des processus de croissance, 

différenciation, d’apoptose et d’inflammation. Les MAPK atypiques ne sont pas activées par un processus en 

trois étapes. Leur activation et leur rôle sont encore peu caractérisés (Moens, Kostenko et Sveinbjørnsson, 

2013). 

b) Régulation des MAPK ERK1, 2 et 5 par cIAP1 

En 2008, Dogan et al. ont démontré que cIAP1 et 2 ainsi que XIAP peuvent réguler 

négativement la voie ERK1/2 en liant et en déstabilisant la MAPKKK C-RAF (RAF proto-

oncogeneserine/threonine-protein kinase). Ils ont démontré que XIAP ainsi que cIAP1 et 2 pouvaient 

interagir directement avec C-RAF en utilisant le système Biacore, un système utilisant le principe 

SPR (résonance plasmonique de surface) pour mesurer les caractéristiques d’interaction entre deux 

molécules. XIAP possède en revanche une plus grande affinité que cIAP1 et 2 pour C-RAF. 

L’inhibition de XIAP ou cIAP1 et 2 dans des cellules HeLa augmente la stabilité de C-RAF, menant 

à l’activation des MAPK ERK1/2 et à l’augmentation de la motilité cellulaire. Ces processus sont 
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dépendants de la protéine chaperonne Hsp90 (Heat shock protein 90) et du recrutement de la 

protéine CHIP (Carboxyl terminus Hsp70/90 Interacting Protein). XIAP ainsi que cIAP1 et 2 

accroissent la fixation de CHIP sur le complexe Hsp90/C-RAF menant à l’ubiquitination dégradative 

de C-RAF et donc à l’inhibition des voies ERK1/2. La déplétion de CHIP accroît l’activation de 

ERK1/2 et les processus de migration cellulaire (Dogan et al., 2008) (Figure 13).  

cIAP1 et XIAP pourraient aussi réguler négativement ERK5 en conjuguant de l’ubiquitine de 

type K63 sur les MAPKKK MEKK2 (MAPK/ERK Kinase Kinase 2) et 3, ce qui entraverait la liaison 

entre MEK5 et ERK5, nécessaire à l’activation d’ERK5. La déplétion de XIAP dans des cellules HeLa 

mène à l’hyperactivation de ERK5 ainsi qu’à la différenciation de myoblastes primaires en myocytes. 

La simple déplétion de cIAP1 provoque aussi une hyperactivation de ERK5 mais n’a en revanche 

pas d’effet sur la différenciation, peut-être à cause d’un système de compensation mis en place par 

XIAP (Takeda et al., 2014) (Figure 13). 

 

Figure 13 : Régulation des voies ERK1/2 et ERK5 par cIAP1. 1. La stimulation de certains récepteurs 

provoque l’activation de C-RAF, qui en retour mène à l’activation des MAPK ERK2 et 3 et à des processus de 

migration cellulaire. Les protéines XIAP ainsi que cIAP1 et 2 favorisent le recrutement de CHIP sur le complexe 

C-RAF/Hsp90. CHIP peut ainsi ubiquitiner C-RAF, déclenchant sa dégradation et inhibant l’activation de 

ERK1/2 (Dogan et al., 2008). 2. L’activation de MEKK2 et 3 est nécessaire à la formation du complexe 

MEK5/ERK5, induisant la différenciation de myoblastes en myocytes. XIAP et cIAP1 peuvent se lier à MEKK2 

et 3 et les ubiquitiner, inhibant la formation du complexe MEK5/ERK5 (Takeda et al., 2014). 

C. La régulation du récepteur TNFR1 

Le TNFα peut être reconnu par deux récepteurs différents : le TNFR1 et le TNFR2. À la 

différence du TNFR2, le TNFR1 possède un DD et sa stimulation peut induire l’activation de voies 
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de signalisation cellulaire telles que la voie NF-κB et les MAPK ou bien la formation de complexes 

secondaires impliqués dans le déclenchement de la mort cellulaire (Estornes et Bertrand, 2015). 

1. Activation des voies NF-κB et des MAPK induites par le 

TNFR1  

Le TNFR1 est exprimé dans l’ensemble des tissus humains. Sa stimulation par le TNFα 

déclenche le recrutement de plusieurs protéines adaptatrices sur sa partie cytoplasmique telles que 

RIPK1 et TRADD.  

a) Formation du complexe I 

RIPK1 est une sérine/théonine kinase de la famille des RIP. Elle est composée d’un domaine 

kinase en N-terminal, déclenchant sa propre activation par autophosphorylation, d’un domaine RHIM 

(RIP Homotypic Interaction Motif), impliqué dans des interactions homotypiques avec des protéines 

présentant ce domaine telles que RIPK3, et d’un DD en C-terminal qui lie RIPK1 au TNFR1 par une 

interaction homotypique entre les DD (Mifflin, Ofengeim et Yuan, 2020). Elle détermine la réponse 

induite par la stimulation de plusieurs récepteurs tels que le TNFR1, menant soit à l’activation de 

voies de signalisation pro-survie telles que les voies de signalisation NF-κB et des MAPK ou à la 

formation de complexes menant à la mort cellulaire en coopérant avec RIPK3 (Mifflin, Ofengeim et 

Yuan, 2020). TRADD est une protéine adaptatrice, présentant un DD interagissant directement avec 

le TNFR1 par une interaction homotypique entre les DD et est nécessaire à la régulation de la 

signalisation induite par le TNFR2 par cIAP1 et TRAF2. En effet, TRADD recrute TRAF2 au niveau 

du TNFR1, par une interaction entre la partie N-terminale de TRADD et le domaine TRAF-C de 

TRAF2 (Hsu et al., 1996), qui va à son tour recruter cIAP1 et 2 et former ainsi le complexe I composé 

de cIAP1, cIAP2, TRAF2, TRADD et RIPK1. cIAP1 induit ensuite l’ubiquitination de RIPK1 

nécessaire à l’activation des voies de signalisation MAPK et NF-κB (Bertrand et al., 2008).  

b) Rôle de TRAF2 et cIAP1 dans le complexe 1 

Très rapidement, l’importance de TRAF2 dans l’ubiquitination de RIPK1 a été démontrée. En 

effet, des lignées cellulaires KO pour TRAF2 sont dans l’incapacité d’induire l’ubiquitination de 

RIPK1 (Lee et al., 2004). Au départ, cet effet a été associé à l’activité E3 ubiquitine ligase de TRAF2 

(Lee et al., 2004; O’Donnell et al., 2007). Pourtant, le rôle de TRAF2 est aujourd’hui remis en 

question. L’équipe de Silke a bien confirmé l’importance de TRAF2 dans l’activation de la voie NF-

κB, mais l’analyse de MEF présentant une protéine TRAF2 n’arborant pas de domaine RING ne 

démontrait pas d’inhibition de la voie NF-κB. À l’inverse, des MEF KO pour cIAP1 et cIAP2 sont dans 

l’incapacité d’ubiquitiner RIPK1 (Vince et al., 2009). De plus, des expériences d’ubiquitination in vitro 

ont prouvé la capacité de cIAP1 à ubiquitiner RIPK1 tout en démontrant l’incapacité de TRAF2 à 

réaliser ce processus (Park, Yoon et Lee, 2004). TRAF2 aurait donc plutôt un rôle d’adaptateur 

permettant le recrutement et la mise en place de l’activité E3 ubiquitine ligase de cIAP1. 
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L’équipe de Vucic a démontré l’association entre cIAP1 et l’enzyme E2 UBCH5a dans 

l’ubiquitination de RIPK1 (Varfolomeev et al., 2008; Dynek et al., 2010). L’activation du TNFR1 par 

le TNFα induit les ubiquitinations de type K11 et K63 de RIPK1. Elle est dépendante des enzymes 

E2 de la famille UBCH5 et de cIAP1 et est nécessaire à l’activation de la voie NF-κB. En effet, la 

délétion de cIAP1 ou l’utilisation du SMAC mimétique BV6 bloque les ubiquitinations de type K11 et 

K63 de RIPK1, l’activation de la voie NF-κB et sensibilise les cellules à la mort cellulaire induite par 

le TNFα (Varfolomeev et al., 2008; Dynek et al., 2010). Bertrand et al. ont aussi décrit la capacité de 

cIAP1 à induire la liaison de chaîne linéaire d’ubiquitine et de type K48, en plus des chaînes de type 

K11 et K63, sur RIPK1 mais aussi RIPK2, 3 et 4. Ces chaînes d’ubiquitine sont aussi nécessaires à 

l’activation de la voie NF-κB. cIAP2 induit aussi l’ubiquitination de ces protéines mais avec une 

affinité moins importante que cIAP1 (Bertrand et al., 2011). 

2. Recrutement de LUBAC et activation de NF-κB et des MAPK 

L’ubiquitination de RIPK1 déclenche le recrutement de LUBAC (Linear Ubiquitin Assembly 

Complex) qui va induire le recrutement de chaînes linéaires d’ubiquitine sur l’ensemble des 

composants du complexe I. L’ensemble des chaînes d’ubiquitine vont servir de plateformes 

d’amarrage aux complexes IKK, impliqués dans l’activation de NF-κB, et TAK1 (TGF-β-Activated 

Kinase 1) /TAB1 (TAK1-Binding protein 1) /TAB2. Le complexe TAK1/TAB1/TAB2 est nécessaire à 

l’activation du complexe IKK en induisant la phosphorylation de IKKβ, qui à son tour phosphoryle 

IκBα et active ainsi la voie NF-κB. Il induit aussi l’activation de la voie des MAPK, en particulier par 

l’intermédiaire de TAK1, une MAPKKK qui va induire l’ubiquitination de MAPKK et activer ainsi les 

MAPK JNK et p38 (Witt et Vucic, 2017; Dumétier, Zadoroznyj et Dubrez, 2020; Mifflin, Ofengeim et 

Yuan, 2020) (Figure 14).  



53 
 

 

Figure 14 : Rôle de cIAP1 et TRAF2 dans l’activation de NF-κB et des MAPK par le TNFR1. La stimulation 

du TNFR1 par le TNFα provoque le recrutement de RIPK1 et de la protéine adaptatrice TRADD par une 

interaction homotopique avec le domaine de mort du TNFR1. TRADD recrute TRAF2 qui à son tour lie cIAP1, 

formant ainsi le complexe 1 composé de cIAP1, TRAF2, RIPK1 et TRADD. cIAP1 provoque l’ubiquitination de 

type K11 et K63 de RIPK1 permettant l’arrivée de LUBAC. LUBAC catalyse l’ubiquitination de type M1 des 

composants du complexe 1. L’ensemble de ces chaînes d’ubiquitine permet le recrutement des complexes 

TAB1/TAB2-3/TAK1 et IKK composé de IKKα, IKKβ et IKKγ. TAK1 mène à l’activation des MAPK JNK et p38 

ainsi qu’à la phosphorylation activatrice de IKKβ, déclenchant l’activation de la voie NF-κB canonique menant 

à des processus de prolifération, d’inflammation et de survie cellulaire. 

3. La régulation de la mort cellulaire 

a) Formation du complexe IIa 

En absence de cIAP1 ou TRAF2, la stimulation du TNFR1 par le TNFα ne stimule plus les 

voies de survie cellulaire mais provoque la mort cellulaire. En effet, l’utilisation du SMAC mimétique 

BV6 stimule la mort cellulaire lors de traitements au TNFα (Varfolomeev et al., 2007). De la même 

façon, la déplétion de TRAF2 dans un modèle murin déclenche aussi la mort cellulaire. Cette 

dernière, induite en absence de TRAF2 par le TNFα, est inhibée par la déplétion du récepteur 

TNFR1 (Guo et al., 2017).  De plus, le traitement au TNFα de cellules KO pour TRAF2 reconstituées 

avec un TRAF2 ne pouvant plus interagir avec cIAP1, à la suite d’une mutation dans son domaine 

TRAF-N, déclenche aussi la mort cellulaire. TRAF2 inhibe donc la mort cellulaire déclenchée par le 

TNFα en recrutant cIAP1 au niveau du TNFR1 (Vince et al., 2009). En absence de cIAP1, RIPK1 

n’est plus ubiquitinée, va se séparer du TNFR2 et former le complexe IIa composé de RIPK1, 
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TRADD, FADD (Fas-Associated protein with Death Domain) et de la procaspase 8. La présence 

dans ce complexe de la procaspase 8 provoque sa maturation et le déclenchement de la mort 

cellulaire par apoptose (Schilling, Geserick et Leverkus, 2014; Borghi, Verstrepen et Beyaert, 2016). 

Le KO de cIAP1 ou l’utilisation de SMAC mimétiques stimule la formation de ce complexe IIa, 

dépendante du TNFα, à la suite de l’inhibition de l’ubiquitination de RIPK1  (Petersen et al., 2007; 

Bertrand et al., 2008; Moulin et al., 2012). L’équipe du professeur Meier a démontré la capacité de 

cIAP1 à réguler différemment la cytotoxicité du TNFα. Le domaine UBA de cIAP1 lui permet d’induire 

l’ubiquitination de type K48 de RIPK1, déclenchant sa dégradation par le protéasome et inhibant 

ainsi la formation du complexe IIa et donc le déclenchement de l’apoptose (Annibaldi et al., 2018) 

(Figure 15). 

b) Le ripoptosome 

La déplétion de cIAP1 peut aussi provoquer la formation spontanée du complexe IIb ou 

ripoptosome, composé de RIPK1, FADD et de la procaspase 8 (Feoktistova et al., 2011; Tenev et 

al., 2011; Schilling, Geserick et Leverkus, 2014). La formation de ce complexe n’est pas dépendante 

de la stimulation du TNFR1 mais peut être induite par exemple par un stress génotoxique ou bien 

l’activation des TLR et déclenche aussi la mort cellulaire par apoptose (Schilling, Geserick et 

Leverkus, 2014). En revanche, cIAP1 peut ubiquitiner RIPK1, induisant l’inactivation ou la 

dégradation de RIPK1, bloquant ainsi la formation spontanée du ripoptosome et le déclenchement 

de la mort cellulaire (Feoktistova et al., 2011; Tenev et al., 2011) (Figure 15). 

c) Le nécrosome et le déclenchement de la nécroptose 

Le changement de la signalisation pro-survie vers la signalisation pro-mort cellulaire 

déclenche l’activation par auto-ubiquitination de RIPK1 sur son résidu S161 (Degterev et al., 2008). 

La protéine RIPK1 activée peut interagir avec RIPK3 par leur domaine RHIM et former ainsi le 

nécrosome composé de RIPK1, RIPK2 et MLKL (Mixed Lineage Kinase domain-Like pseudokinase) 

(Li et al., 2012; Gong et al., 2019). Le nécrosome provoque la mort cellulaire par nécroptose. De la 

même manière que l’apoptose, c’est aussi une mort cellulaire programmée induite par la 

transmission de signaux médiée par les récepteurs de mort et dont les effets ressemblent 

morphologiquement à la nécrose. Dans un premier temps, RIPK1 active RIPK3 par phosphorylation. 

RIPK3 active ensuite par phosphorylation MLKL qui va s’oligomériser, puis va ensuite se transloquer 

à la membrane et induire la perméabilisation nécrotique de la membrane plasmique, caractérisée 

par la perte d’intégrité de la cellule et des organites (Gong et al., 2019). 

La présence de la caspase 8 active bloque la formation du nécrosome et promeut la 

formation du ripoptosome et donc le déclenchement de l’apoptose. L’inactivation de l’activité de la 

caspase 8 stimule la formation du nécrosome (Park et al., 2021). L’inhibition des IAP par des SMAC 

mimétiques accroît la mort cellulaire par nécroptose dans les cellules traitées au TNFα mais cet effet 

est inhibé par l’inhibition de RIPK1, démontrant un rôle de cIAP1 dans la régulation de la formation 
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du nécrosome (Vanlangenakker et al., 2011; McComb et al., 2012). Petersen et al. ont aussi 

démontré l’importance de TRAF2 dans le déclenchement de la nécroptose. En effet, la déplétion de 

TRAF2 accroît la nécroptose induite par le TNFα dans des modèles de MEF. La reconstitution de 

TRAF2 n’arborant pas de domaine RING inhibe la mort par nécroptose de la même manière que le 

TRAF2 WT (Wild Type), présentant un rôle indépendant du domaine RING. De la même manière, 

un TRAF2 muté incapable d’interagir avec cIAP1 bloque le déclenchement de la nécroptose, 

confirmant un rôle de TRAF2 indépendant de cIAP1. Une co-immunoprécipitation a démontré une 

interaction entre TRAF2 et MLKL. TRAF2 peut donc interagir avec MLKL afin de bloquer son 

interaction avec RIPK3 et bloquer la formation du nécrosome. Le KO de TRAF2 est létal dans un 

modèle de souris adulte mais le KO de RIPK3 bloque cet effet, confirmant le rôle de TRAF2 dans la 

nécroptose médiée par MLKL/RIPK3 (Petersen et al., 2015) (Figure 15). 

Durant le déclenchement de la nécroptose, RIPK1 est régulé par des processus de poly-

ubiquitination de type K63 et linéaire. Le KO de cIAP1 n’a aucun effet sur l’ubiquitination de RIPK1 

lors du déclenchement de la nécroptose, qui semble plutôt être dépendante de LUBAC, excluant un 

rôle régulateur de cIAP1 lors du déclenchement de la nécroptose. En revanche, l’absence de cIAP1 

dans la lignée cellulaire HT29 induit une augmentation de l’activation de la voie NF-κB non 

canonique et une surexpression de cIAP2, réduisant le déclenchement de la nécroptose et 

démontrant donc un rôle plus complexe de cIAP1 dans la formation du nécrosome (Almagro et al., 

2015). 

 

Figure 15 : Régulation des voies de mort cellulaire médiées par le TNFR1. La déplétion de cIAP1 et 2, 

par des SMAC mimétiques par exemple, mène à la formation du complexe IIa lors de la stimulation du TNFR1. 
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Ce complexe est composé de RIPK1, TRADD, FADD ainsi que de la caspase 8 et déclenche l’apoptose. 

L’ubiquitination de type K48 de RIPK1 par cIAP1 et 2 inhibe la formation de ce complexe. En absence de 

stimulation, la déplétion de cIAP1 et 2 peut déclencher la formation spontanée du ripoptosome composé de 

RIPK1, FADD et la caspase 8, induisant l’apoptose. L’inactivation de la caspase 8 induit la formation du 

nécrosome, composé de RIPK1, RIPK3 et MLKL. RIPK1 active RIPK3 par phosphorylation. RIPK3 fait ensuite 

de même avec MLKL conduisant à la mort par nécroptose. TRAF2 peut se lier à MLKL afin d’empêcher son 

association à RIPK3 et inhiber la nécroptose. 

4. Régulation des processus d’ubiquitination médiés par le 

TNFR1 

  L’activation des voies de signalisation médiées par le TNFR1 et dépendantes de 

cIAP1/TRAF2 nécessite de nombreux processus d’ubiquitination. La présence de DUB 

(DeUBiquitinating enzymes) a donc un rôle central dans la régulation de ces voies. La protéine A20 

peut interagir directement avec TRAF2 et cIAP1 afin de bloquer leurs interactions avec leurs 

enzymes E2 et bloque ainsi l’activation de la voie NF-κB médiée par le TNFα (Shembade, Ma et 

Harhaj, 2010). Le rôle de la DUB CYLD (Cylindromatosis) a été le mieux décrite dans la régulation 

du TNFR1 (Trompouki et al., 2003; Zhang et al., 2006; Tesio et al., 2015; Lork, Verhelst et Beyaert, 

2017). CYLD interagit directement avec TRAF2 et bloque ainsi l’activation des MAPK p38 (Tesio et 

al., 2015), JNK (Zhang et al., 2006), et permet aussi le déclenchement de la nécroptose. En se liant 

à TRAF2, CYLD déclenche la dé-ubiquitination de TRAF2 nécessaire à sa dissociation de MLKL. 

MLKL peut ensuite interagir avec RIPK3 et former ainsi le nécrosome et déclencher la nécroptose 

(Petersen et al., 2015). CYLD peut aussi se lier à IKKγ et pourrait ainsi cibler l’autoubiquitination 

activatrice de type K63 de TRAF2, bloquant ainsi sa capacité à activer la voie NF-κB (Trompouki et 

al., 2003) (Figure 16).  

 

Figure 16 : Régulation des processus d’ubiquitination en réponse à l’activation du TNFR1. La protéine 

A20 peut se lier à cIAP1 et bloquer son interaction avec les enzymes E2, inhibant ainsi son activité E3 

ubiquitine ligase. CYLD peut se lier à TRAF2 ou IKKγ afin d’inhiber l’ubiquitination activatrice de TRAF2. Ces 
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processus inhibent l’activation de NF-κB et des MAPK p38 et JNK. CYLD libère aussi MLKL de son interaction 

avec TRAF2 en déubiquitinant TRAF2, favorisant ainsi la nécroptose. 

D. Stimulation des autres récepteurs de la famille du TNF et 

activation de la voie NF-κB non canonique 

La stimulation du TNFR2 ainsi que d’autres récepteurs de la famille du TNF, tels que CD40-

R, BAFF-R, FN14, LTβR et RANK déclenche la voie non canonique de NF-κB. L’implication des 

protéines cIAP1 et 2 ainsi que TRAF2 et 3 dans les mécanismes de régulation de cette voie a été 

largement démontrée (Sun, 2017). 

1. Activation des récepteurs de la famille du TNF 

La stimulation des récepteurs de la famille du TNF CD40, BAFF-R, TNFR2, FN14, LTβR  et 

RANK conduit au recrutement de TRAF3, TRAF2, cIAP1 et cIAP2 à la partie cytoplasmique des 

récepteurs, à l’ubiquitination de type K48 de TRAF3 par cIAP1, induisant sa dégradation, et donc à 

l’inhibition de la dégradation de NIK, menant à l’activation de la voie NF-κB non canonique (Dejardin, 

2006; Matsuzawa et al., 2008; Vallabhapurapu et al., 2008; Rauert et al., 2010; Gardam et al., 2011; 

Varfolomeev et al., 2012; Enwere et al., 2014). La liaison de cIAP1 et 2 ainsi que TRAF2 aux 

récepteurs CD40R et BAFF-R conduit à l’activation de cIAP1 et 2 par des processus d’ubiquitination 

de type K63 médiés par TRAF2 et provoquant l’ubiquitination de type K48 de TRAF3 

(Vallabhapurapu et al., 2008) (Figure 17). 

Gardam et al. ont analysé le rôle de cIAP1 et 2 ainsi que TRAF2 et 3 dans la signalisation 

médiée par BAFF-R et CD40 dans les lymphocytes B, la stimulation de ces récepteurs étant 

nécessaire à la survie et à l’activation de ces cellules. Ils ont développé des modèles murins 

permettant l’étude du KO de cIAP1 et/ou cIAP2 dans le développement des lymphocytes B. En 

présence de cIAP1 et/ou cIAP2, l’injection de la cytokine BAFF provoque la dégradation de TRAF3 

mais cette dernière est totalement inhibée en absence de cIAP1 et 2, démontrant une certaine 

redondance dans le rôle de cIAP1 et cIAP2. Les lymphocytes B KO pour cIAP1 et 2 présentent une 

hyperactivation de la voie NF-κB non canonique, voient leur survie accrue et s’accumulent de 

manière incontrôlée. De plus, la stimulation de BAFF-R n’est plus nécessaire à leur maturation et à 

leur survie. En revanche, en absence de cIAP1, cIAP2 ou TRAF2 mais pas TRAF3, la signalisation 

induite par la stimulation du récepteur CD40 est compromise. En effet, l’activation des voies des 

MAPK ERK, JNK et p38 ainsi que la voie canonique de NF-κB est fortement diminuée. De plus, ces 

cellules sont incapables de former des centres germinatifs (Gardam et al., 2011). 

2. Régulation de la voie canonique de NF-κB par le TNFR2 

La stimulation du TNFR2 déclenche principalement la voie non canonique de NF-κB et 

recrute donc cIAP1 et TRAF2 à sa fraction cytoplasmique. L’activation simultanée du TNFR2 et du 

TNFR1 provoque le déclenchement de l’apoptose médiée par le TNFR1. Le TNFR1 et le TNFR2 
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entrent en compétition pour le recrutement de TRAF2, stimulant ainsi l’activation de la caspase 8 

par le TNFR1 (Fotin-Mleczek et al., 2002). Le TNFR2 a aussi la capacité d’activer la voie canonique 

de NF-κB. Il peut recruter HOIP (HOIL-1 (Heme-Oxidized IRP2 ubiquitin Ligase 1)-Interacting 

Protein), la sous-unité catalytique de LUBAC capable d’induire la fixation de chaînes de poly-

ubiquitine linéaires, qui va à son tour ubiquitiner le complexe de signalisation relié au TNFR2 et ainsi 

déclencher l’activation de la voie canonique NF-κB. cIAP1 est aussi recrutée au niveau du TNFR1 

et semble être nécessaire au recrutement de HOIP. En effet, l’utilisation d’antagonistes des IAP 

bloque le recrutement de LUBAC, suggérant un rôle de cIAP1 dans l’activation de la voie NF-κB 

canonique dépendante de TRAF2 (Borghi et al., 2018) (Figure 17).  

 

Figure 17 : Régulation des voies NF-κB canonique et non canonique par le TNFR2. TRAF3 interagit avec 

NIK et recrute TRAF2 qui lie cIAP1 et 2. Ces derniers induisent l’ubiquitination de type K48 de NIK, menant à 

sa dégradation par le protéasome et à l’inhibition de la voie NF-κB non canonique. Lors de l’activation du 

TNFR2 par le TNFα, cIAP1 et 2, TRAF2 et TRAF3 sont adressées au TNFR2. TRAF2 active cIAP1 et 2 par 

ubiquitination de type K63, qui vont à leur tour induire l’ubiquitination de type K48 de TRAF2 et 3 et donc leur 

dégradation par le protéasome. NIK est donc libérée et active la voie NF-κB non canonique et favorise la survie 

cellulaire. Le recrutement de TRAF2 et cIAP1 et 2 au TNFR2 inhibe le recrutement de ces derniers au TNFR1, 

bloquant l’activation de la voie NF-κB canonique. 

3. Régulation des MAPK 

Dans les lymphocytes B naïfs, la stimulation du TNFR1 provoque l’ubiquitination puis la 

dégradation par le protéasome de TRAF2 et de ASK1 (Apoptosis Signal-regulating Kinase 1), une 

MAPKKK, et déclenche une activation rapide mais courte des voies des MAPK JNK et p38. TRAF2 

peut se lier à ASK1 par son domaine RING et activer ainsi les voies de signalisation des MAPK JNK 
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et p38. Lors de l’activation du TNFR2, elle peut aussi servir d’adaptateur à cIAP1 et lui permettre 

d’induire l’ubiquitination de type K48 de TRAF2 et ASK1. La déplétion de cIAP1 inhibe la dégradation 

de TRAF2 et ASK1 et stimule le maintien des voies de signalisation JNK et p38 dans le temps (Zhao 

et al., 2007) (Figure 18). 

La stimulation du CD40 provoque la formation d’un complexe de signalisation composé de 

TRAF2 et 3, cIAP1 et 2, IKKγ, l’enzyme E2 UBC13 et la MAPKK MEKK1. La dégradation de TRAF3 

par cIAP1 et 2 libère le complexe dans le cytosol. MEKK1 peut ensuite être activée et exige pour 

cela la présence de TRAF2, UBC13 et IKKγ, induisant l’activation des MAPK p38 et JNK. La 

déplétion de cIAP1 ou l’inhibition du protéasome dans des lymphocytes B bloque la translocation du 

complexe dans le cytoplasme et inhibe ainsi l’activation des MAPK (Matsuzawa et al., 2008) (Figure 

18). 

 

Figure 18 : Régulation des MAPK par le TNFR2 et CD40. 1. L’activation du TNFR2 provoque le recrutement 

de cIAP1, TRAF2 et ASK1 sur le récepteur. cIAP1 induit l’ubiquitination dégradative de type K48 de ASK1 et 

TRAF2 bloquant ainsi l’activation de JNK et p38. 2. L’activation de CD40 mène à la formation d’un complexe 

à la membrane composé de cIAP1 et 2, TRAF2 et 3, IKKγ, MEKK1 et UBC13. cIAP1 provoque l’ubiquitination 

de type K48 de TRAF3 menant à sa dégradation. Le complexe est ainsi libéré dans le cytoplasme et active 

les voies p38 et JNK. 

E. La régulation des PRR par cIAP1 et TRAF2 

1. La régulation des TLR  

a) Régulation du TLR4 

Le TLR4 est un récepteur membranaire de la famille des TLR mis en évidence pour sa 

capacité à être stimulé tout particulièrement par le LPS (lipopolysaccharide). Sa stimulation 

provoque le recrutement de deux protéines adaptatrices, MyD88 (Myeloid Differentiation primary 

response 88) et TRIF (Toll–interleukin 1 Receptor domain–containing adaptor inducing IFN-β). Le 
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recrutement de MyD88 est associé à l’activation des voies de signalisation des MAPK et la 

production de cytokines pro-inflammatoires, alors que TRIF est plutôt impliquée dans la production 

d’IFN. L’activation de ces deux voies de signalisation sont compétitives et mutuellement exclusives 

(Kuzmich et al., 2017). L’équipe de Karin a mis en évidence un rôle de cIAP1 dans la régulation de 

l’activité du TLR4. Sa stimulation induit la formation d’un complexe composé de MyD88, TRAF6, 

TRAF3, UBC13, IKKγ, la MAPKKK TAK1 ainsi que cIAP1 et 2. La formation de ce complexe 

déclenche l’activation de TRAF6, qui à son tour active cIAP1 et 2 par ubiquitination de type K63. Il 

va ainsi engendrer l’ubiquitination de type K48 puis la dégradation par le protéasome de TRAF3. Le 

complexe est alors transloqué dans le cytoplasme et TAK1 peut donc activer les voies des MAPK et 

donc la production de cytokines pro-inflammatoires. L’utilisation de SMAC mimétiques, comme le 

birinapant, bloque la dégradation de TRAF3, inhibant ainsi la translocation du complexe dans le 

cytoplasme et donc l’activation des MAPK et la production de cytokines pro-inflammatoires (Tseng 

et al., 2010; Xiao et al., 2013; Hongxiang Liu et al., 2017). TRAF3 est aussi impliquée dans la 

signalisation déclenchée par TRIF mais est ici essentielle à son activation. L’endocytose du TLR4 

induit l’auto-ubiquitination de TRAF3, nécessaire à la production d’IFN (Tseng et al., 2010) (Figure 

19).  

cIAP1 est aussi impliquée dans la production d’IL-27 induite par le LPS. Lors de la stimulation 

du TLR4 par le LPS, un complexe composé de cIAP1/2, de TRAF2, des tyrosines kinases SHP-1 et 

Src ainsi que de MyD88 se forme. Ce complexe conduit à l’activation des voies de signalisation p38, 

JNK et Akt et ultimement à l’activation de la voie canonique de NF-κB. L’utilisation d’antagonistes 

des IAP bloque complètement l’activation de ces voies de signalisation (Busca et al., 2018) (Figure 

19). 

L’équipe de Vince a aussi démontré qu’en absence de XIAP, la stimulation du TLR4 dans 

des macrophages peut provoquer la dégradation de cIAP1 et TRAF2 et conduire à la mort cellulaire. 

Elle est dépendante du recrutement de MyD88, conduisant à la production de TNFα, activant ainsi 

le TNFR2. Ce dernier recrute cIAP1 et TRAF2 et déclenche leur dégradation. RIPK1 va ainsi pouvoir 

s’associer à RIPK3 et induire la mort cellulaire par apoptose, en interagissant avec la caspase 8, 

par nécroptose, en se liant à MLKL si l’activité de la caspase 8 n’est pas suffisante, et l’activation de 

l’IL-1β (Lawlor et al., 2017). 

cIAP1 et TRAF2 régulent aussi plus tardivement la signalisation induite par le TLR4. Lors 

d’une stimulation au LPS, l’ablation de TRAF2 ou TRAF3 dans des cellules myéloïdes conduit à 

l’accumulation de cRel et IRF5. En effet, TRAF3 peut se lier à cRel et IRF5, conduisant au 

recrutement de TRAF2, qui permet l’engagement de cIAP1 et 2 à proximité de cRel et IRF5. cIAP1 

déclenche leur ubiquitination de type K48 et leur dégradation, régulant ainsi la production de 

cytokines pro-inflammatoires (Jin et al., 2015) (Figure 19).  



61 
 

 

Figure 19 : Régulation de la signalisation du TLR4 par cIAP1 et TRAF2. 1. La stimulation du TLR4 par le 

LPS provoque la formation d’un complexe protéique dans lequel TRAF6 active cIAP1 et 2 par ubiquitination 

de type K63. cIAP1 et 2 déclenchent l’ubiquitination de type K48 de TRAF3, aboutissant à sa dégradation par 

le protéasome. Le complexe est ainsi libéré dans le cytoplasme et active les MAPK et donc la production de 

cytokines pro-inflammatoires. 2. Un second complexe composé de l’adaptateur MyD88, TRAF2, cIAP1 et 2, 

Src et SHP-1 peut aussi se former et conduire à l’activation de JNK, p38 et Akt et donc à la production d’IL-

27. 3. cIAP1, TRAF2 et TRAF3 agissent aussi plus tardivement dans la régulation de la signalisation du TLR4. 

TRAF3 peut se lier à cRel ou IRF5. Elle recrute aussi TRAF2, qui est liée à cIAP1 et 2. Ces derniers provoquent 

l’ubiquitination dégradative de cRel et IRF5 inhibant la production de cytokines pro-inflammatoires. 

b) Régulation du TLR3 

Lors de leur analyse de la signalisation médiée par le TLR4, l’équipe de Karin a démontré 

l’absence d’effet de SMAC mimétiques sur l’activation des MAPK médiée par le TLR3 (Tseng et al., 

2010), un membre de la famille des TLR impliqué dans la réponse antivirale et le seul TLR dont la 

signalisation est indépendante de MyD88 (Siednienko et al., 2011). Pourtant, d’autres études ont 

mis en avant un rôle de cIAP1 et TRAF2 dans d’autres aspects de la signalisation médiée par le 

TLR3 et plus précisément dans la régulation de la mort cellulaire induite par ce dernier. En absence 

de cIAP1, la stimulation du TLR3 provoque le recrutement de l’adaptateur TRIF, qui à son tour lie 

RIPK1 par son domaine RHIM, qui va pouvoir recruter la caspase 8 et former le ripoptosme, ou lier 

RIPK3 et former le nécrosome. La déplétion de RIPK3 ne semble pas inhiber le déclenchement de 

l’apoptose médiée par le ripoptosome. cIAP1 a pour rôle de réguler l’activité de RIPK1 en provoquant 

son ubiquitination, limitant ainsi la formation des complexes de mort cellulaire en réponse à la 
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stimulation du TLR3 (Friboulet et al., 2008; Weber et al., 2010; Feoktistova et al., 2011; Estornes et 

al., 2012) (Figure 20). 

 

Figure 20 : Régulation du TLR3 par cIAP1 et 2. L’activation du TLR3 mène au recrutement de RIPK1. En 

absence de cIAP1 et 2, il peut former un complexe avec la caspase 8 et provoquer l’apoptose ou former un 

complexe avec RIPK3 et MLKL et déclencher la nécroptose. 

2. La régulation des NLR 

a) NOD1 et NOD2 

Les récepteurs NOD1 et 2 appartiennent à la famille des NLR et sont des senseurs de 

composés de la paroi bactérienne. Ils sont stimulés respectivement par le DAP (DiAminoPimelic 

acid) et le MDP (Muramyl DiPeptide), des peptides dérivés de peptidoglycanes retrouvés dans les 

parois bactériennes. La stimulation de ces récepteurs provoque le recrutement de RIPK2 et induit 

principalement l’activation de la voie NF-κB (Chen et al., 2009). RIPK2 est principalement régulé par 

des processus d’ubiquitination nécessaires à l’activation de NF-κB (Y. Yang et al., 2007; Hasegawa 

et al., 2008). La déplétion de TRAF2 ou TRAF5 dans des MEF inhibe l’activation de la voie NF-κB 

induite par NOD1 mais aucune preuve d’un rôle dans l’ubiquitination de RIPK2 n’a été démontrée 

(Hasegawa et al., 2008). En revanche, une interaction directe entre XIAP, cIAP1 et cIAP2 avec 

RIPK2 a été démontrée et provoque l’ubiquitination de type K63 de RIPK2 nécessaire à l’activation 

de la voie NF-κB (Bertrand et al., 2009; Krieg et al., 2009; Damgaard et al., 2012) (Figure 21). 

b) Régulation de l’inflammasome 

Certains membres de la famille des NLR, tels que NLRP3 et NRLC4, ne transduisent pas de 

signaux menant à la production de médiateurs inflammatoires, mais contribuent à la réponse 

inflammatoire par l’assemblage d’une plateforme conduisant à l’activation de la caspase 1 : 

l’inflammasome. Celui-ci provoque la maturation de l’IL-18 ainsi que l’IL-1β et initie un type de mort 

cellulaire inflammatoire appelé la pyroptose (Vladimer et al., 2013). Labbé et al. ont démontré la 
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capacité de cIAP1 et cIAP2 à induire l’ubiquitination de type K63 de la caspase 1, facilitant ainsi son 

activation et favorisant la formation de l’inflammasome NRLP3 (Labbé et al., 2011). De façon 

inverse, Vince et al. ont démontré que la déplétion des IAP stimule l’activation de l’inflammasome 

NRLP3 (Vince et al., 2012). 

3. La régulation des RLR 

RIG-1 et MDA-5 sont des RLR nécessaires à la détection des infections de virus à ARN et 

déclenchent la réponse cellulaire adéquate en induisant l’activation des facteurs de transcription NF-

κB et IRF et donc la production d’IFN. Ils recrutent l’adaptateur MAVS, nécessaire au déclenchement 

des différentes voies de signalisation. Mao et al. ont démontré que la déplétion de cIAP1 et 2 dans 

des cellules HEK293 infectées par le virus Sendai, un virus à ARN de la famille des paramyxoviridae, 

diminue l’activation d’IRF3 et de NF-κB, la production d’IFN-β et facilite la réplication virale. Dans le 

cas d’une infection virale, cIAP1 et 2 sont recrutées avec TRAF3 et TRAF6 au niveau de MAVS et 

déclenchent l’ubiquitination de TRAF3 et TRAF6, principalement de type K63, qui est nécessaire à 

la production d’IFN (Mao et al., 2010). Paradoxalement, deux études plus récentes contredisent ces 

résultats. En effet, l’utilisation de SMAC mimétiques lors d’infections de cellules par des virus à ARN 

n’influe pas sur la réponse antivirale et suggère donc que cIAP1 et 2 ne sont pas impliquées dans 

la réponse antivirale (Liu et al., 2013; Beug et al., 2014). En revanche, elles démontrent une 

potentielle implication de TRAF2, 5 et 6 dans la signalisation cellulaire médiée par MAVS (Liu et al., 

2013, 2015). L’équipe de Jiang a confirmé l’importance des protéines de la famille des TRAF dans 

la réponse à une infection par le virus Sendai. TRAF2, 5 et 6 sont recrutées par MAVS et déclenchent 

la formation de chaînes d’ubiquitine nécessaires au recrutement de IKKγ, conduisant à l’activation 

de la voie NF-κB et de l’axe TBK1/IRF3/IFN-β. Les TRAF sont aussi capables de lier directement 

TBK1 et IKKε et de les activer indépendamment de leur activité E3 ubiquitine ligase, induisant 

l’activation d’IRF3 et la production d’IFN de type I indépendamment de la voie NF-κB (Fang et al., 

2017) (Figure 21). 

LGP2 est un membre particulier des récepteurs de la famille des RLR : c’est à la fois un 

régulateur positif et négatif de la réponse antivirale (Rodriguez, Bruns et Horvath, 2014). Par 

exemple, il supprime la réponse antivirale dans des cellules HEK293 infectées par le virus Sendai. 

LGP2 est capable de lier les protéines TRAF2, 3, 5 et 6 par leur région N-terminale afin de bloquer 

leur activité E3 ubiquitine ligase et ainsi réguler négativement l’activation des voies NF-κB et IRF3. 

De plus, la déplétion de LGP2 conduit à une réponse antivirale exacerbée (Parisien et al., 2018) 

(Figure 21). 
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Figure 21 : Régulation des NLR et RLR par cIAP1 et TRAF2. 1. La stimulation de NOD1 et 2 mène au 

recrutement de RIPK2. Cette dernière se lie à cIAP1 et 2 ainsi que XIAP. Ces dernières induisent 

l’ubiquitination activatrice de type K63 de RIPK2, menant à l’activation de la voie NF-κB. 2. La stimulation de 

RIG-1 ou de MDA5 provoque le recrutement de MAVS. Cette dernière peut lier cIAP1 et 2, TRAF3 et 6, menant 

à l’activation de TRAF3 et 6 par ubiquitination de type K63 induite par cIAP1 et 2, déclenchant l’activation de 

la voie NF-κB. 3. MAVS peut aussi interagir avec TRAF2, 5 et 6. Ces dernières forment des chaînes 

d’ubiquitine sur lesquelles le complexe IKK peur se fixer et induire l’activation de NF-κB et de l’axe 

TBK1/IRF3/IFN-β. 4. TRAF2, 5 et 6 recrutent aussi directement IKKε et TBK1 afin d’activer IRF3 et la 

production d’IFN. 

4. Le cas particulier de IKKε 

IKKε est une sérine/thréonine kinase et un membre non canonique de la famille IKK. Elle est 

impliquée dans l’induction du signal de plusieurs récepteurs tels que le TLR3, RIG-1 et MDA5, et 

mène à l’activation de diverses voies de signalisation telles que les voies NF-κB, Akt, STAT (Signal 

Transducers and Activators of Transcription) et Wnt/β-caténine (Yin, Wang et Lu, 2020). Un 

complexe composé de cIAP1, cIAP2 et TRAF2 peut se lier directement à IKKε et provoquer ainsi 

son activation par ubiquitination de type K63 sur ses résidus K30 et K401. Cette activation est 

essentielle à l’activation de la voie canonique de NF-κB dirigée par IKKε, nécessaire aux propriétés 

oncogéniques de cette dernière (Zhou et al., 2013). 

5. La régulation des récepteurs aux cytokines par TRAF2 

a) TRAF2 et l’IL-17R  

En 2000, Schwandner et al. ont montré un rôle de TRAF6, indépendant de TRAF2, dans 

l’activation de NF-κB médiée par le récepteur à l’IL-17 (Schwandner, Yamaguchi et Cao, 2000). Pour 

autant, TRAF2 est impliquée dans la régulation de la signalisation de l’IL-17. Elle interagit avec 

l’adaptateur de l’IL-17R, Act1, et régule ainsi la stabilité des ARN messagers de nombreuses 
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cytokines pro-inflammatoires (Swaidani et al., 2019). De plus, l’équipe du professeur Chang a mis 

en exergue un nouveau mécanisme dépendant du récepteur TNFR2. Des expériences de co-

immunoprécipitation ont démontré une interaction entre l’IL-17RD (un membre de la famille des IL-

17R) et le TNFR2, menant au recrutement de TRAF2 et à l’induction de la voie NF-κB (Yang et al., 

2015). 

b) TRAF2 et l’IFN de type I 

L’IFN de type I est un élément important de l’immunité innée. Il induit la synthèse de 

nombreuses protéines antivirales (Koyama et al., 2008) et est reconnu par un récepteur 

membranaire ubiquitaire composé de deux sous-unités : IFNAR1 et IFNAR2. La transduction du 

signal est dépendante du recrutement des protéines STAT par les protéines JAK (Horvath, 2004). 

Une analyse par co-immunoprécipitation a mis en avant une interaction directe entre la sous-unité 

IFNAR1 et TRAF2 lors d’une stimulation à l’IFN. De plus, l’étude de MEF dérivées d’un modèle murin 

KO pour TRAF2 a démontré l’importance de TRAF2 dans l’activation de la voie alternative de NF-

κB dépendante de l’IFN de type I (Yang et al., 2008). 

c) TRAF2 et le récepteur à l’IL-6 

L’IL-6 est une cytokine pro-inflammatoire exerçant son action via un récepteur composé de 

deux sous-unités, l’IL-6R qui reconnaît son ligand et gp130 (glycoprotein 130) qui sert de plateforme 

de signalisation. Les protéines JAK interagissent directement avec gp130 et s’activent entre elles, 

induisant une cascade de phosphorylation permettant le recrutement et l’activation des facteurs de 

transcription STAT et en particulier STAT3 (Johnson, O’Keefe et Grandis, 2018). L’activation de 

cette voie de signalisation est nécessaire à la différenciation de lymphocytes T CD4 naïfs en 

lymphocytes Th17 (T helper 17). La surexpression de TRAF2 et TRAF5 dans des lymphocytes T 

CD4 naïfs inhibe ces processus de différenciation. En effet, TRAF2 et TRAF5 peuvent se lier à la 

sous-unité gp130 et inhiber ainsi l’activation par phosphorylation des JAK. De cette manière, TRAF2 

et TRAF5 bloquent l’initiation des voies de signalisation dépendantes de JAK/STAT3. TRAF2 et 

TRAF5 régulent donc la différenciation des lymphocytes T CD4 en Th17 en réponse à l’IL-6  

(Nagashima et al., 2016; Kimura et al., 2018) (Figure 22). 
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Figure 22 : Régulation de la voie IL-6 par TRAF2. La stimulation des récepteurs à l’IL-6 provoque le 

recrutement des JAK sur la sous-unité gp130, qui s’activent entre elles par phosphorylation. Les JAK 

phosphorylent ensuite STAT3, menant à la différenciation des LT CD4 naïfs en Th17. TRAF2 et TRAF5 

peuvent se lier à gp130 et inhiber l’activation de JAK. 

F. Localisation nucléaire de cIAP1 et régulation des facteurs de 

transcription 

À la différence de XIAP qui est principalement cytoplasmique, cIAP1 est retrouvée à la fois 

dans le noyau et le cytoplasme. Elle régule ainsi l’activité de nombreux facteurs de transcription et 

l’avancée du cycle cellulaire (Tableau 2) (Zadoroznyj et Dubrez, 2022).  

1. Régulation du programme transcriptionnel 

L’équipe de Goldberg a étudié le rôle de cIAP1 dans la régulation de c-Myc, un facteur de 

transcription impliqué dans la régulation de la croissance cellulaire, la différenciation et l’apoptose 

qui est très souvent dérégulé dans les cancers humains, et plus précisément son action sur Mad1 

(Mitotic arrest deficient 1), un inhibiteur de c-Myc exclusivement nucléaire (Madden et al., 2021). Ils 

ont dans un premier temps mis en évidence in vitro que cIAP1 peut cibler Mad1 et induire son 

ubiquitination. Cette dernière déclenche la dégradation de Mad1 et stimule ainsi la prolifération 

cellulaire. cIAP1 coopère donc avec c-Myc afin de stimuler la croissance tumorale en induisant la 

dégradation d’un de ses principaux inhibiteurs (Xu et al., 2007).  

cIAP1 est aussi capable de se lier au cofacteur de transcription VGL-4 (VestiGial-Like 4) et 

au corépresseur CtBP2 (C-terminal Binding Protein 2) (Jin et al., 2011; Seo et al., 2020). Le VGL-4, 

en cas de surexpression, peut forcer la relocalisation de cIAP1 dans le noyau. Il bloque le 

recrutement de cIAP1 sur les récepteurs au TNFα et déclenche ainsi l’activation des voies de mort 

cellulaire. Une surexpression de TRAF2 est suffisante pour inhiber l’action du VGL-4 (Jin et al., 

2011). CtBP2 se lie au domaine BIR1 de cIAP1 au sein du noyau. La surexpression de cIAP1 dans 
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la lignée cancéreuse HeLa accroît le taux de CtBP2 et l’inverse est observé en cas de déplétion de 

cIAP1. De plus, la suppression du domaine RING ne semble pas influencer l’expression de CtBP2. 

Cette interaction stabilise donc CtBP2 indépendamment du domaine RING de cIAP1 et favorise la 

transcription des gènes cibles de CtBP2 impliqués par exemple dans la migration cellulaire (Seo et 

al., 2020). 

CREB (CAMP Response Element-Binding protein) est un facteur de transcription activé par 

phosphorylation jouant un rôle dans la prolifération, la différenciation et la survie cellulaire, 

principalement dans les cellules immunitaires. Par exemple, il stimule l’activation et la prolifération 

des lymphocytes B (Wen, Sakamoto et Miller, 2010). L’équipe du professeur Bishop a retrouvé 

TRAF3 associé à CREB dans le noyau de lymphocytes B. Au sein du noyau, un complexe composé 

de TRAF3, TRAF2 ainsi que cIAP1 et 2 semble se former et induire l’ubiquitination puis la 

dégradation de CREB. La déplétion de TRAF3 accroît la stabilité et la quantité de CREB. Les 

pathologies dépendantes des lymphocytes B présentant une déplétion de TRAF3 pourraient donc 

montrer une plus grande sensibilité aux traitements ciblant CREB (Mambetsariev et al., 2016). 

2. Régulation du cycle cellulaire 

a) Régulation de p21 

Chen et al. ont étudié l’effet de SMAC mimétiques sur la régulation du cycle cellulaire sur des 

lignées cellulaires de médulloblastome. L’utilisation de deux SMAC mimétiques, LCL-161 et 

LBW242, ou de siRNA ciblant cIAP1/2 et XIAP bloquent le cycle cellulaire et entraînent 

l’accumulation de cellules en phase G0 et en transition G2/M. Ces traitements diminuent l’expression 

des cyclines A et B1 ainsi que des CDK1 (Cyclin-Dependent Kinase 1) et 2. Le siRNA ciblant cIAP1 

provoque la surexpression de l’inhibiteur de cycline p21 et bloque ainsi le cycle cellulaire. cIAP1 peut 

directement interagir avec p21, favorisant la neddylation, menant à la dégradation par le protéasome 

de ce dernier. L’étude de tissus humains de médulloblastome a justement montré une corrélation 

inverse entre l’expression nucléaire de cIAP1 et de p21 (Chen et al., 2018). 

b) Régulation du facteur de transcription E2F1 

E2F1 est un membre de la famille des E2F, des facteurs de transcription jouant un rôle 

critique dans la régulation du cycle cellulaire. E2F1 est le premier membre découvert de cette famille 

et le plus étudié. Son activation conduit à l’expression de gènes nécessaires à la transition G1-S et 

à la réplication de l’ADN. Il est aussi rapidement surexprimé en réponse à des dommages à l’ADN 

et régule l’arrêt du cycle cellulaire et le déclenchement de l’apoptose. Il est entre autres régulé par 

des processus d’ubiquitination médiés par exemple par cIAP1 (Dubrez, 2017). cIAP1 interagit 

directement avec E2F1 par son domaine BIR3 et est nécessaire à l’activité transcriptionnelle de 

E2F1. L’inhibition de cIAP1 diminue l’expression des cyclines E et A dans différentes lignées 

cancéreuses (CaSki et HeLa) (Cartier et al., 2011; Allègre et al., 2018). Glorian et al. ont démontré 

que cIAP1 pouvait induire l’ubiquitination de type K63 sur les résidus K161 et K164 de E2F1. Ce 
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processus est impliqué dans la stabilisation et l’activation de E2F1. Lors de la progression du cycle 

cellulaire ou lors de la réponse à des dommages à l’ADN, la stabilisation de E2F1 est associée à 

cette ubiquitination de type K63 dépendante de cIAP1 (Glorian et al., 2017). La surexpression de 

cIAP1 modifie le profil d’ubiquitination de E2F1 et favorise l’ubiquitination de type K11 et K63 tout 

en diminuant celle de type K48, augmentant la stabilité et l’expression de E2F1. Des expériences 

de ChIP-seq (Chromatin ImmunoPrecipitation Sequencing) sur la lignée HeLa ont également 

démontré que cIAP1 est nécessaire au recrutement de E2F1 sur la chromatine (Allègre et al., 2018). 

Tableau 2 : Tableau récapitulatif des facteurs de transcriptions régulés par cIAP1. 

Type de facteur Substrat Type d’interaction Référence 

Facteur de 

transcription 

Mad1 Direct via les domaines BIR (Xu et al., 2007) 

E2F1 Direct via le BIR3 (Cartier et al., 2011; Glorian et 

al., 2017; Allègre et al., 2018) 

CREB Indirect via TRAF2 et 3 (Mambetsariev et al., 2016) 

cREL Indirect via TRAF2 et 3 (Jin et al., 2015) 

IRF5 Indirect via TRAF2 et 3 (Jin et al., 2015) 

CHOP Direct (Qi et Xia, 2012) 

Cofacteur Vgl4 Direct (Jin et al., 2011) 

Corépresseur CtBP2 Direct via le BIR1 (Seo et al., 2020) 

 

G. Régulation de la migration et de la motilité cellulaire 

La famille des Rho GTPases est une famille de petites protéines G de la famille des Ras (Rat 

sarcoma). Ces protéines se caractérisent par leur capacité à changer d’un état actif lié au GTP 

(Guanosine-5'-TriPhosphate) à un état inactif lié au GDP (Guanosine 5′-DiPhosphate). Leur activité 

est finement régulée par les GEF (Guanine nucleotide Exchange Factors), les GAP (GTPase-

Activating Proteins) et les GDI (Guanine nucleotide Dissociation Inhibitors). Les GEF déclenchent la 

libération du GDP afin de permettre la fixation du GTP et l’activation des Rho GTPases. Les GAP 

stimulent l’hydrolyse du GTP en GDP afin d’inactiver les Rho GTPases puis les GDI lient leur 

extrémité C-terminale et les maintiennent dans un état inactif dans le cytosol. Au sein de cette 

famille, les protéines ubiquitaires RhoA, Rac1 (Rac Family Small GTPase 1) et cdc42 (cell division 

cycle 42) sont des régulateurs majeurs du cytosquelette d’actine et contrôlent donc la migration 

cellulaire. Elles sont aussi impliquées dans d’autres processus tels que la régulation et la 

prolifération cellulaire (Sadok et Marshall, 2014; Brakebusch, 2021). 

L’équipe de Rajalingam a observé que la déplétion des IAP par le BV6 dans la lignée 

cancéreuse HeLa provoque l’apparition d’une morphologie allongée, une migration cellulaire accrue 

et une augmentation du niveau d’expression de Rac1. De plus, des MEF déficientes pour cIAP1 ou 
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XIAP présentent aussi un allongement morphologique et une migration accrue. La suppression de 

Rac1 par des siRNA au sein de ces MEF abolit ces modifications. La déplétion de cIAP1 mène donc 

à l’activation et à la surexpression de Rac1 et à un mode de migration mésenchymateuse. cIAP1 et 

XIAP peuvent directement lier Rac1, induire son ubiquitination sur le résidu K147 puis sa 

dégradation par le protéasome, inhibant ainsi les changements morphologiques (Oberoi et al., 

2012). XIAP et cIAP1 sont aussi capables de lier directement RhoA indépendamment de l’activation 

de cette dernière. Cette interaction est nécessaire à l’activation de RhoA mais n’implique pas de 

processus d’ubiquitination (Hornburger et al., 2014). 

Le TNFα peut moduler la réorganisation du cytosquelette d’actine en stimulant l’activation de 

cdc42. Notre équipe a démontré, en comparaison avec des MEF WT, que des MEF KO pour cIAP1 

présentent des modifications morphologiques, telles que la formation de structures semblables à 

des filopodes, indépendamment d’une stimulation au TNFα et à l’activation de la voie NF-κB. Une 

activation accrue de cdc42 est aussi observée. cIAP1 interagit directement avec cdc42 et module 

son activation en formant un complexe composé de cdc42, cIAP1, TRAF2 et RhoGDIα. cIAP1 

stabilise donc cdc42 dans une forme inactive dans le cytosol en favorisant son interaction avec la 

GDI RhoGDIα. Surprenamment, la stimulation de MEF WT par le TNFα accroît la formation de 

filopodes mais celle-ci n’est pas observée en absence de cIAP1 ou TRAF2. Les filopodes formés à 

la suite de la stimulation au TNFα dans les MEF WT sont plus nombreux et longs que ceux formés 

spontanément dans les MEF KO pour cIAP1. La stimulation des MEF par le TNFα recrute cIAP1 et 

TRAF2 à leur récepteur. cIAP1 et TRAF2 ne sont donc plus disponibles pour interagir et inhiber 

cdc42, qui peut donc être plus facilement activé et former des filopodes. L’activation des voies de 

signalisation dépendantes du TNFα peut potentiellement augmenter l’expression de facteurs 

secondaires régulant l’activité de cdc42. cIAP1 semble aussi réguler l’activation de cdc42 en 

réponse à l’EGF (Epidermal Growth Factor) et à l’expression de l’oncogène H-Ras V12 (Marivin et 

al., 2014) (Figure 23). 
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Figure 23 : Régulation de cdc42 par TRAF2 et cIAP1/2. 1. À l’état basal, cdc42 est maintenue sous une 

forme inactive par son interaction avec RhoGDIα, stabilisée par TRAF2 et cIAP1. 2. La stimulation du TNFR1 

par le TNFα adresse TRAF2 et cIAP1 au TNFR1, déstabilisant l’interaction entre RhoGDIα et cdc42. La forme 

active de cdc42 est donc favorisée et induit la formation de filopodes. 

H. Régulation du stress du réticulum endoplasmique 

En cas de stress du réticulum endoplasmique, l’UPR (Unfolded Protein Response) est mis 

en place. Dans le cas d’un stress modéré, l’UPR restaure l’homéostasie du réticulum par des 

mécanismes de reprogrammation transcriptionnelle, d’élimination des protéines mal repliées et de 

recyclage de ces dernières à la suite de l’induction de l’autophagie. Si le stress est trop important, 

l’UPR va déclencher des mécanismes de mort cellulaire. Chez les mammifères, il existe trois 

protéines transmembranaires senseurs des stress du réticulum endoplasmique : ATF6 (Activating 

Transcription Factor 6), PERK (PRKR-like ER Kinase) et IRE1α (Inositol-Requiring Enzyme 1α). 

Dans un contexte de protéostase, BIP (chaperone Binding-Immunoglobulin Protein) se fixe à ces 

senseurs et les maintient dans un état inactif (Chen et Cubillos-Ruiz, 2021). 

1. TRAF2 dans le stress du réticulum endoplasmique 

TRAF2 a été principalement décrite dans la régulation du stress du réticulum endoplasmique 

indépendamment de cIAP1. Elle peut se lier directement à la partie cytoplasmique de la forme active 

de IRE1α. Cette interaction mène au recrutement et à l’activation de ASK1 qui conduit à l’induction 

des MAPK p38 et JNK (Hetz et Glimcher, 2009; Almanza et al., 2019). L’activation de la MAPK JNK 

par le complexe IRE1α/TRAF2/ASK1 mène à l’induction de gènes anti-apoptotiques tels que cIAP1, 

XIAP et cIAP2 (Brown et al., 2016). L’inhibteur BI-1 (Bax (Bcl-2–associated X) Inhibitor 1) s’associe 
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à IRE1α et bloque ainsi l’interaction de cette dernière avec TRAF2, inhibant l’activation de JNK et le 

déclenchement de l’autophagie médiée par IRE1α (Castillo et al., 2011). TRAF2 semble aussi 

pouvoir recruter RIPK1 et TRADD au niveau de IRE1α (Wang et al., 2015; Park et al., 2016). TRAF2 

recrute RIPK1 et induit son ubiquitination de type K63, menant au recrutement du complexe IKK et 

à l’activation de la voie canonique de NF-κB (Park et al., 2016). TRAF2 recrute TRADD afin de 

former un complexe IRE1α-TRAF2-ASK1-TRADD. Dans ce complexe, TRADD enrôle FADD et 

stimule la mort cellulaire médiée par la caspase 8 (Wang et al., 2015) (Figure 24). Mauro et al. ont 

de plus démontré que la déplétion de TRAF2 sensibilise les MEF à l’apoptose déclenchée par 

l’accumulation de ROS en réponse au stress du réticulum (Mauro et al., 2006). 

 

Figure 24 : Régulation du stress du réticulum endoplasmique par TRAF2. La stimulation de IRE1α à la 

suite d’un stress du réticulum conduit au recrutement de TRAF2. Cette dernière peut lier RIPK1 et l’ubiquitiner, 

conduisant au recrutement du complexe IKK et à l’activation de NF-κB. TRAF2 recrute ASK1, menant à 

l’activation de JNK et à la surexpression de cIAP1 et 2 ainsi que XIAP. Le recrutement de ASK1 mène aussi 

à l’arrivée de TRADD pouvant induire la formation du complexe TRADD/FADD et la mort par apoptose 

dépendante de la caspase 8. L’inhibiteur BI-1 bloque l’interaction entre IRE1α et TRAF2 et inhibe ainsi 

l’activation des MAPK. 

2. cIAP1 et la régulation de CHOP 

cIAP1 a été peu décrite dans la régulation du stress du réticulum. Pour autant, elle est 

impliquée dans la régulation de CHOP (C/EBP Homologue Protein), un facteur de transcription induit 

lors de l’activation de l’UPR et considéré comme un médiateur clé de la mort cellulaire provoquée 

en réponse au stress du réticulum endoplasmique. Son activation favorise principalement 

l’expression de gènes pro-apoptotiques (Hu et al., 2019). Qi et Xia ont analysé le rôle de cIAP1 dans 

la lipotoxicité de lymphocytes B induite en réponse à un stress du réticulum. Le traitement de cellules 

B avec le palmitate provoque l’activation de CHOP et la dégradation de cIAP1. La surexpression de 
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cIAP1 inhibe en partie la lipotoxicité. cIAP1 est capable d’induire l’ubiquitination puis la dégradation 

de CHOP, inhibant ainsi l’expression de gènes pro-apoptotiques. cIAP1 est donc capable de 

prévenir la lipotoxicité médiée par le stress du réticulum endoplasmique en provoquant la 

dégradation de CHOP (Qi et Xia, 2012). 

I. Régulation de l’autophagie et de la mitophagie  

1. Régulation de l’autophagie 

L’autophagie est un processus essentiel au maintien de l’homéostasie des cellules. C’est un 

processus de dégradation sélectif des composants cellulaires caractérisé par leur capture par des 

autophagosomes puis leur dégradation par les lysosomes. La protéine Beclin 1 joue un rôle majeur 

dans l’activation de l’autophagie. Son activité est régulée par de nombreux processus post-

traductionnels tels que des processus de phosphorylation et d’ubiquitination (Vega-Rubín-de-Celis, 

2019). L’équipe de Shao a mis en avant un rôle de TRAF2, dépendant de son domaine RING, dans 

l’activation de l’autophagie induite par la protéine SPHK1 (SPHingosine Kinase 1). Les déplétions 

de TRAF2 ou de son domaine RING diminuent fortement les processus d’autophagie médiés par 

SPHK1. Cette dernière se lie à TRAF2, qui à son tour recrute Beclin 1 et stimule l’ubiquitination de 

type K63 de Beclin 1 par TRAF2, menant à l’activation de l’autophagie (Hong Liu et al., 2017). Un 

rôle de cIAP1 et 2, en supplément de TRAF2, dans l’ubiquitination de type K63 de Beclin 1 a aussi 

été observé (Xu et al., 2020). 

2. Régulation de la mitophagie par TRAF2 

La mitophagie consiste en l’autophagie sélective des mitochondries. Plusieurs modèles de 

mitophagie ont été décrits mais le plus caractérisé implique les protéines PINK1 (PTEN-INduced 

putative Kinase 1) et Parkin. La dépolarisation mitochondriale mène à la stabilisation de PINK1 qui 

recrute Parkin. Ce dernier promeut l’ubiquitination des protéines de la partie extérieure de la 

membrane mitochondriale, provoquant leur dégradation par le protéasome ou facilitant le 

recrutement de l’autophagosome à la mitochondrie (Ding et Yin, 2012). Le traitement de NRCM 

(Neonatal Rat Cardiac Myocyte) par du TNFα provoque des processus de mitophagie et augmente 

la localisation de TRAF2 et Parkin au niveau des mitochondries. De plus, les déplétions de TRAF2 

ou Parkin bloquent la mitophagie en réponse au TNFα. Des expériences de FRET (Fluorescence 

Resonance Energy Transfert) ont confirmé une interaction entre ces deux protéines, qui semblent 

agir de concert dans l’ubiquitination des protéines de la partie extérieure de la membrane 

mitochondriale. Curieusement, le KO de Parkin inhibe la mitophagie mais ce processus peut être 

partiellement restauré en surexprimant TRAF2, démontrant un rôle en partie redondant de TRAF2 

vis-à-vis de Parkin (Yang et al., 2018). L’équipe de Ktistakis a aussi démontré un rôle de TRAF2, 

cIAP1 et cIAP2 dans les processus de mitophagie induits par l’IVM (IVerMectin). Elles pourraient 

provoquer l’ubiquitination des mitochondries indépendamment de Parkin et PINK1 (Zachari et al., 

2019). Le célastrol, une molécule possédant des effets anti-inflammatoires, se lie au récepteur 
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nucléaire NR4A1 (Nuclear Receptor subfamily 4 group A member 1) et conduit à sa translocation 

du noyau vers la mitochondrie. NR4A1 recrute ensuite TRAF2, qui induit son ubiquitination de type 

K63 et le déclenchement de la mitophagie, inhibant ainsi l’inflammation (Hu et al., 2017) (Figure 25). 

 

Figure 25 : Régulation de la mitophagie par cIAP1 et TRAF2. 1. La stimulation du TNFR1 mène à la 

relocalisation de TRAF2 et Parkin à la mitochondrie. Ces derniers ubiquitinent les protéines de la partie 

extérieure de la membrane mitochondriale, déclenchant ainsi la mitophagie. 2. L’IVM induit aussi 

l’ubiquitination de ces protéines par cIAP1 et 2 ainsi que TRAF2 indépendamment de Parkin. 3. Le célastrol 

provoque la translocation de NR4A1 du noyau à la membrane mitochondriale. NR4A1 se lie à TRAF2 et facilite 

la mitophagie. 

J. TRAF2 et la voie de signalisation Wnt/β-caténine 

La voie de signalisation Wnt/β-caténine régule de nombreux processus biologiques, allant 

du développement au maintien de l’homéostasie. L’expression des gènes cibles de cette voie de 

signalisation se fait grâce à la β-caténine, un effecteur nucléaire qui se lie et active des facteurs de 

transcription tels que TCF4 (Transcription Factor 4). Son activation incontrôlée est impliquée dans 

de nombreux types de cancers, et en particulier le cancer du côlon (Bian et al., 2020). Une étude 

récente de l’équipe de Qu a mis en évidence un rôle de TRAF2 dans l’activation de cette voie dans 

le cancer du côlon. En effet, TRAF2 interagit directement avec la β-caténine par son domaine TRAF-

C. Elle lie et stabilise ainsi le complexe composé de la β-caténine, TCF4 et TNIK (TRAF2 And NCK 

Interacting Kinase), nécessaire à l’activation de TFC4. Le KO de TRAF2 inhibe la formation de ce 

complexe et donc l’activation de TCF4. De façon surprenante, l’inhibition de l’interaction entre 

TRAF2 et la β-caténine par le LDA, ce dernier se liant au domaine TRAF-C de TRAF2, bloque 
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l’interaction entre TCF4 et la β-caténine mais n’a pas d’effet sur l’interaction entre TNIK et les autres 

membres du complexe. Ces résultats démontrent que l’interaction entre TRAF2 et la β-caténine, 

mais pas celle entre TNIK et TCF4, est essentielle à la liaison entre la β-caténine et TCF4 et donc à 

l’activation de TCF4 (Yan et al., 2022) (Figure 26). 

 

Figure 26 : Régulation de la voie Wnt/β-caténine par TRAF2. Schéma repris de l’article de Yan et al. : « 

Liquidambaric acid inhibits Wnt/b-catenin signaling and colon cancer via targeting TNF receptor associated 

factor 2 », Cell Reports, 2022. TRAF2 est nécessaire à la formation du complexe composé de la β-caténine, 

TCF4 et TNIK. La déplétion de TRAF2 inhibe l’interaction entre ces protéines. Le LDA se lie au domaine TRAF-

C de TRAF2, bloquant la liaison entre TRAF2 et la β-caténine ainsi qu’entre la β-caténine et TCF4. Le LDA 

n’a en revanche aucun effet sur l’interaction de TNIK avec ses partenaires (Yan et al., 2022). 
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V. Le TGF-β et ses voies de signalisation 

A. Le TGF-β et sa superfamille 

Le TGF-β est une cytokine observée pour la première fois en 1978 par De Larco et Todaro. 

Ils ont mis en évidence la sécrétion de facteurs, appelés SGF (Sarcoma Growth Factors) par des 

fibroblastes murins transformés avec le virus du sarcome, capables d’induire la transformation de 

fibroblastes murins sains (Larco et Todaro, 1978). Ces facteurs, correspondants au TGF, ont ensuite 

été décrits plus précisément en 1981 et ont été divisés en deux groupes : le TGF-α, capable de 

rentrer en compétition avec l’EGF pour l’interaction avec les récepteurs de ce dernier, et le TGF-β, 

incapable de se lier à ces récepteurs mais provoquant des transformations phénotypiques en 

combinaison avec l’EGF (Moses, Roberts et Derynck, 2016). 

 La superfamille du TGF-β comporte chez l’homme 33 membres. Elle inclut les BMP (Bone 

Morphogenetic Proteins), les GDF (Growth and Differentiation Factors), les MIS (Müllerian Inhibiting 

Substances), les activines et les TGF-β. Ce sont des protéines dimériques, stabilisées par des ponts 

disulfures, synthétisées sous forme de précurseurs et devant être clivées afin d’être activées. Elles 

sont reconnues pas des complexes hétérotétramériques de récepteurs présentant des domaines 

sérine/thréonine kinases impliqués dans l’activation de différentes voies de signalisation. Ces 

protéines sont impliquées dans la régulation de nombreux processus biologiques tels que 

l’organisation du développement tissulaire et la régulation de la croissance cellulaire et du 

métabolisme chez l’adulte (Kim, Henen et Hinck, 2019; Tzavlaki et Moustakas, 2020).  

Trois isoformes de TGF-β ont été observées chez l’Homme : le TGF-β1, 2 et 3 et elles jouent 

un rôle dans la régulation des processus cellulaires de différenciation, prolifération, apoptose et 

migration (Ong et al., 2021; Baba et al., 2022). Elles sont codées par trois gènes distincts et 

présentent une forte homologie de séquence (entre 70 et 82 % d’homologie) (Meng, Nikolic-

Paterson et Lan, 2016). Elles interagissent avec les mêmes récepteurs (TGFBR1 (TGF-β Receptor 

1) et 2) mais le TGF-β2 possède une affinité moins importante pour ces derniers que les isoformes 

1 et 3. Elles possèdent toutes les trois une activité biologique similaire (Heldin et Moustakas, 2016; 

Ong et al., 2021). Cependant, chaque isoforme a son importance : la déplétion de l’isoforme 1 

provoque la mort de 50% des fœtus de souris environ 10 jours après la fécondation à la suite d’un 

développement anormal du sac embryonnaire (Dickson et al., 1995). Les souris mises au monde ne 

présentant pas de TGF-β1 se développent normalement les deux premières semaines mais finissent 

par présenter une inflammation excessive et une infiltration de macrophages et lymphocytes dans 

leurs cœur et poumons, menant à leur mort entre 3 et 4 semaines après la naissance (Kulkarni et 

al., 1993). L’absence du TGF-β2 provoque des défauts dans le développement de nombreux 

organes tels que les poumons, le cœur, les yeux, les oreilles et les membres. Les souris meurent 

dans la période prénatale à la suite d’insuffisances respiratoires ou de problèmes cardiovasculaires 
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(Sanford et al., 1997). La déplétion de l’isoforme 3 déclenche des défauts dans le développement 

crâniofacial et plus précisément la formation de fentes palatines (Proetzel et al., 1995).  

B. Activation du TGF 

Le TGF-β est sécrété sous une forme latente, biologiquement inactive, et se dimérise par 

l’intermédiaire de ponts disulfures. La partie C-terminale représente le TGF-β mature et la position 

N-terminale le LAP (Latency-Associated Peptide). L’endopeptidase furine effectue un clivage 

protéolytique du TGF-β entre les résidus 278 et 279 et sépare ces deux parties. Le LAP interagit 

avec le TGF-β mature par des liaisons non covalentes et forme ainsi le SLC (Small Latent Complex). 

Le LAP bloque l’épitope du TGF-β mature nécessaire à son interaction avec ses récepteurs, le 

rendant inactif, mais est nécessaire à son transit dans la cellule et à sa sécrétion. La protéine LTBP 

(Latent TGF-β Binding Protein) peut aussi se lier directement au SLC par des ponts disulfures avec 

le LAP et former ainsi le LLC (Large Latent Complex) qui peut être nécessaire à la sécrétion du TGF-

β (Figure 27). La protéine LTBP va pouvoir interagir directement avec des composants de la matrice 

extracellulaire tels que la fibrilline et la fibronectine afin de former des réservoirs de TGF-β (Hayashi 

et Sakai, 2012; Meng, Nikolic-Paterson et Lan, 2016). 

Pour pouvoir être activé, le TGF-β doit être dissocié du complexe SLC ou LLC. Plusieurs 

mécanismes d’activation du TGF-β latent ont été observés in vitro et in vivo. La plasmine ainsi que 

les MMP2 et 9, des protéases à sérine, peuvent cliver la région N-terminale de LAP, libérant ainsi le 

TGF-β. De manière différente, l’intégrine αvβ6 et TSP1 (ThromboSPondin 1) peuvent interagir 

directement avec le LAP et ainsi perturber les complexes latents, libérant ainsi le TGF-β actif 

indépendamment de l’action de protéases. Le TGF-β ainsi libéré se lie au récepteur TGFBR2 et 

active ainsi les voies de signalisation dépendantes du TGF-β (Hayashi et Sakai, 2012) (Figure 27).  
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Figure 27 : Activation du TGF-β. Le TGF-β est synthétisé sous forme de précurseur composé du LAP en N-

terminal et du TGF-β mature en C-terminal. Deux TGF-β se dimérisent par l’intermédiaire de ponts disulfures. 

La furine clive le TGF-β immature et sépare le TGF-β mature du LAP. Le LAP interagit avec le TGF-β mature, 

bloquant ses sites de fixation à ses récepteurs et formant le complexe SLC. Le SLC peut ensuite se lier à 

LTPB et former le LLC. Ces complexes sont sécrétés à l’extérieur de la cellule. La perturbation des complexes 

par l’αvβ6 ou TSP1 ou bien le clivage de la région N-terminale de LAP par MMP2/9 ou la plasmine libère le 

TGF-β mature. Ce dernier peut se lier à ses récepteurs TGFBR1 et 2 et activer ses voies de signalisation. 

C. Les récepteurs au TGF-β 

Les protéines de la famille du TGF-β activent différentes voies de signalisation en se liant à 

des récepteurs membranaires présentant une activité sérine/thréonine kinase. Ces récepteurs sont 

en général divisés en récepteurs de type I, composé de 5 membres, et récepteurs de type II, au 

nombre de 7. Ils possèdent tous un domaine extracellulaire, un domaine transmembranaire et un 

domaine kinase intracellulaire. Ils se différencient par la présence d’un domaine GS (riche en glycine 

et sérine) intracellulaire en amont du domaine kinase chez les récepteurs de type I. La liaison d’un 

ligand de la famille du TGF-β à un récepteur de type II conduit à la formation d’un complexe 

hétérotétramérique composé de deux récepteurs de type I et deux récepteurs de type II. Le 

récepteur de type II active le récepteur I en phosphorylant sa région GS, menant au recrutement de 

protéines SMAD, les médiateurs de la signalisation cellulaire stimulés par le TGF-β. Les protéines 

SMAD recrutées sont spécifiques des récepteurs de type I engagés en amont. En effet, chaque 

domaine kinase de ces récepteurs possède une boucle L45 qui définit la spécificité des protéines 

pour les SMAD (Heldin et Moustakas, 2016; Ark, Cao et Li, 2018). L’inversion des boucles L45 des 
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récepteurs TGFBR1 et BMPR-IB inverse les protéines SMAD avec lesquelles ces derniers 

interagissent (Persson et al., 1998). 

Les trois isotypes du TGF-β se lient au même récepteur de type II : le TGFBR2. Dans la 

majorité des cellules, son activation mène au recrutement du TGFBR1 et à l’activation des protéines 

SMAD2 et SMAD3. Pour autant, ALK1 (Activin receptor-Like Kinase 1), un autre récepteur de type 

I, a aussi été retrouvé associé au TGFBR2 dans les cellules endothéliales et active les protéines 

SMAD1 et SMAD5 (Goumans et al., 2003). 

La bêtaglycane (aussi appelé TGFBR3 ou récepteur au TGF-β de type 3) est un corécepteur 

de la famille des récepteurs du TGF-β. Elle est le TGFBR le plus exprimé mais ne présente pas 

d’activité kinase. Elle est capable de se lier aux trois isoformes du TGF-β et facilite leur fixation au 

TGFBR2, en particulier pour le TGF-β2. En effet, même si les trois isotypes peuvent se lier au 

récepteur TGFBR2, l’affinité du TGF-β2 pour le TGFBR2 est moins importante que celle du TGF-β1 

et 3 (Kim, Henen et Hinck, 2019). L’équipe de Zhu a démontré que la déplétion de la bêtaglycane 

dans des MEF traitées avec du TGF-β2 inhibe l’activation de la protéine SMAD2. À l’inverse, 

l’activation de SMAD2 par le TGF-β1 n’est pas diminuée en absence de la bêtaglycane dans des 

MEF (Stenvers et al., 2003).  

D. Les voies de signalisation du TGF-β 

La stimulation des récepteurs TGFBR1 et 2 par le TGF-β provoque l’activation de différentes 

voies de signalisation. Ces dernières sont divisées en deux groupes : la voie de signalisation 

dépendante des protéines SMAD (dite canonique) et les voies de signalisation indépendantes des 

SMAD (dites non canoniques) (Batlle et Massagué, 2019). 

1. La voie de signalisation canonique 

Les protéines SMAD sont les principales protéines effectrices de la voie de signalisation 

canonique déclenchée par le TGF-β. Cette famille de protéines est divisée en trois groupes : les R-

SMAD (Receptor-associated SMAD), les co-SMAD (common-mediator SMAD) et les I-SMAD 

(Inhibitor SMAD). Elles sont impliquées dans la transduction du signal et coopèrent avec des 

facteurs de transcription et des modificateurs de chromatine afin de réguler l’expression de gènes 

en réponse au TGF-β (Tzavlaki et Moustakas, 2020). Ces gènes sont impliqués dans une très 

grande variété de processus cellulaires. Ils peuvent réguler les processus d’apoptose et d’arrêt du 

cycle cellulaire et sont dans ce cas associés avec une activité antitumorale. Ils peuvent autrement 

participer aux processus de TEM (Transition Épithélio-Mésenchymateuse), de prolifération cellulaire 

et de migration cellulaire et sont dans ce cas impliqués dans la promotion tumorale (Zhang, 

Alexander et Wang, 2017; Baba et al., 2022). 
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a) Structure des protéines SMAD 

 Les protéines R-SMAD et co-SMAD présentent toutes les deux des domaines fortement 

conservés : le MH1 (Mad Homology 1) en position N-terminale et MH2 en position C-terminale. Le 

MH1 est responsable de l’interaction des SMAD avec l’ADN et les facteurs de transcription. Il 

contient une région NLS (Nuclear Localization Signals), impliquée dans la translocation des SMAD 

dans le noyau ainsi qu’une structure en épingle à cheveux β nécessaire à l’interaction entre les 

SMAD et l’ADN (Shi et al., 1998). Le MH2 présente un motif de type boucle L3, crucial dans 

l’interaction des R-SMAD avec les récepteurs de la famille du TGF-β (Lo et al., 1998), ainsi que dans 

l’interaction entre les R-SMAD et les co-SMAD (Shi et al., 1997). Le MH2 des R-SMAD possède 

également un motif SXS (Ser-X-Ser), cible de la phosphorylation induite par les récepteurs de type 

I menant à l’activation des R-SMAD (Xu, 2006). Les deux domaines MH1 et 2 sont reliés entre eux 

par une région linker, riche en proline. Cette région est la cible de nombreux processus de 

phosphorylation médiés par exemple par les MAPK p38, ERK et JNK. Ces processus étaient au 

départ décrits comme régulant négativement la signalisation du TGF-β en bloquant la translocation 

des protéines SMAD dans le noyau (Kretzschmar et al., 1999). Toutefois, leur rôle est aujourd’hui 

débattu et ils sont avant tout considérés comme des modulateurs l’activité transcriptionnelle des 

SMAD (Rezaei et al., 2012) (Figure 28).  

Les i-SMAD sont dépourvues de domaine MH1 mais présentent un domaine MH2 leur 

permettant d’interagir avec les récepteurs de la famille du TGF-β. Le domaine MH2 est en revanche 

dépourvu de la région SXS (Tzavlaki et Moustakas, 2020) (Figure 28). 

 

Figure 28 : Structure des SMAD. Les R-SMAD et co-SMAD présentent un domaine MH1 en N-terminal, 

contenant une épingle à cheveux β et une région NLS, et un domaine MH2 en C-terminal possédant une 

boucle L3. Le domaine MH2 des R-SMAD comporte en plus une séquence SXS nécessaire à l’activation des 

R-SMAD par les récepteurs. Les i-SMAD ne possèdent pas de domaine MH1 mais présentent un domaine 

MH2 dépourvu de SXS. 
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b) Activation des protéines SMAD par le TGF-β 

À la suite de la stimulation par le TGF-β, le TGFBR2 phosphoryle la région GS du TGFBR1, 

augmentant ainsi l’affinité du TGFBR1 pour les domaines MH2 des R-SMAD SMAD2 et SMAD3 

(Huse et al., 2001). Le TGFBR1 provoque la phosphorylation des deux sérines des motifs SXS de 

SMAD2 et 3 menant à leur activation et changement de conformation. Elles se dissocient ainsi du 

TGFBR1 et interagissent avec la co-SMAD SMAD4 par leur domaine MH2 et plus spécifiquement 

par la boucle L3 du domaine MH2 de SMAD4 (Shi et al., 1997; Chacko et al., 2004). Les motifs NLS 

conduisent à la translocation du complexe composé de SMAD2, 3 et 4 dans le noyau qui vont ainsi 

réguler la transcription de gènes cibles en coopération avec des facteurs de transcription et des 

modificateurs de chromatine (Ross et Hill, 2008). SMAD3 et 4 peuvent aussi directement se lier à 

l’ADN. En effet, leur motif en épingle à cheveux β présent sur leur domaine MH1 est capable de lier 

directement une séquence consensus GGC(GC)(CG) (Martin-Malpartida et al., 2017). En revanche, 

SMAD2 ne peut pas se lier directement à l’ADN. Elle possède une séquence d’une trentaine d’acide 

aminés dans son domaine MH1, absente de SMAD3 et 4, qui interfère avec les mécanismes de 

liaison à l’ADN (Zawel et al., 1998) (Figure 29).  

 

Figure 29 : Activation de la voie canonique du TGF-β. La fixation du TGF-β au récepteur TGFBR2 stimule 

le TGFBR2 qui phosphoryle le TGFBR1. Ce dernier peut ainsi recruter les R-SMAD SMAD2 et 3 et les activer 

par phosphorylation. Ces dernières se séparent du TGFBR1 et se lient à la co-SMAD SMAD4. Ce complexe 

est ensuite transloqué dans le noyau et régule des processus d’apoptose, de TEM, de prolifération cellulaire 

et le cycle cellulaire. La i-SMAD peut interagir avec le TGFBR1 et bloquer le recrutement de SMAD2 et 3 et 

leur activation.  
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La stimulation du TGFBR2 par le TGF-β peut aussi mener à l’activation du récepteur de type 

I ALK1 qui recrute les R-SMAD SMAD 1 et 5. L’activation de ALK1 est dépendante du TGFBR1 et 

semble inhiber les voies de signalisation dépendantes des SMAD2 et 3 (Goumans et al., 2003). Le 

TGFBR1 stimule aussi par phosphorylation le récepteur de type I ALK2, qui en retour active par 

phosphorylation les SMAD1 et 5. Ces processus aboutissent à la transcription des gènes codants 

pour les ID (Inhibitor of DNA binding) ainsi qu’au déclenchement de la TEM, en collaboration avec 

la signalisation dépendante de SMAD3 (Ramachandran et al., 2018). L’équipe de Hill a aussi 

démontré que les récepteurs de type I ALK2 et 3 peuvent se lier au TGFBR1, menant à la formation 

de complexes spéciaux de R-SMAD, composés des SMAD1 et 5 ainsi que des SMAD 2 et 3. Ces 

complexes ciblent une nouvelle série de gènes, différents des gènes cibles des complexes de 

SMAD1 et 5 ou de SMAD2 et 3, impliqués dans la croissance cellulaire indépendante de l'ancrage 

(Daly, Randall et Hill, 2008). 

c) Rôles des I-SMAD 

L’initiation de la signalisation médiée par le TGF-β peut être bloquée par SMAD7, une I-

SMAD. Elle peut être synthétisée en réponse à la signalisation des SMAD, créant ainsi une boucle 

de rétroaction négative (Ong et al., 2021). Via son domaine MH2, elle peut directement interagir 

avec le TGFBR1 afin de bloquer la phosphorylation et donc l’activation de SMAD2 et 3, empêchant 

ainsi la formation du complexe composé de SMAD2, 3 et 4 (Mochizuki et al., 2004). Il promeut la 

dégradation du TGFBR1 en recrutant l’E3 ubiquitine ligase SMURF1 (SMAD Ubiquitin Regulatory 

Factors 1) (Ebisawa et al., 2001). SMAD7 est aussi localisée dans le noyau et agit ainsi 

indépendamment du TGFBR1. Elle rentre en compétition avec les autres SMAD actives en se liant 

à leur séquence cible, inhibant ainsi leur activité. L’équipe de Chen a par exemple démontré par 

ChIP que SMAD7 pouvait interagir par son domaine MH2 avec le promoteur de PAI-1 (Plasminogen 

Activator Inhibitor-1), un gène cible de la signalisation du TGF-β (Zhang et al., 2007). 

2. Les voies de signalisation indépendantes des SMAD 

Le TGF-β peut aussi activer d’autres voies de signalisation cellulaire indépendamment des 

protéines SMAD telles que les voies des MAPK ERK, JNK et p38, des Rho GTPases, des kinases 

PI3K (PhosphoInositide 3-Kinases)/Akt et de STAT3/JAK.  

a) L’activation des voies de signalisation des MAPK 

 La capacité du TGF-β à activer les MAPK ERK1/2, p38 et JNK est connue depuis de 

nombreuses années. Elle implique différents mécanismes de signalisation mettant en jeu différents 

acteurs en fonction de la MAPK activée (Hartsough et Mulder, 1995; Engel et al., 1999; Yu, Hébert 

et Zhang, 2002). 

L’activation de ERK1 par le TGF-β a été décrite pour la première fois en 1995 par Hartsough 

et Muldee. Il a été démontré que ERK1 est activée très rapidement en réponse au TGF-β (dès 5 
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minutes) et qu’elle joue un rôle dans l’inhibition de la croissance cellulaire par le TGF-β. De plus, le 

traitement de cellules quiescentes ne semble pas induire d’activation de ERK1 (Hartsough et Mulder, 

1995). L’équipe de Derynck a ensuite proposé en 2007 un mécanisme d’activation de ERK1 et 2 par 

le TGF-β. Ils ont démontré que le TGF-β déclenche le recrutement de la protéine ShcA (Scr 

homology domain-22 containing-transforming protein C1) au niveau des récepteurs TGFBR1 et 2. 

Le TGFBR1, à la suite de son activation par le TGFBR2, phosphoryle ShcA sur ses résidus sérine 

et tyrosine. ShcA peut ainsi s’associer avec les protéines Grb2 (Growth factor receptor binding 

protein 2) et Sos (Son of sevenless), menant à l’activation de la protéine Ras. Cette dernière 

provoque ensuite l’activation séquentielle de C-RAF, MEK et ERK1/2 (Lee et al., 2007). La 

localisation des récepteurs sur la membrane semble aussi être primordiale à l’activation de ERK1 et 

2. En effet, la localisation des récepteurs TGFBR1 et 2 dans des radeaux lipidiques semble être 

nécessaire à l’activation de ERK1 et 2 et mène au processus de TEM (Zuo et Chen, 2009) (Figure 

30). 

Le TGF-β a rapidement été décrit comme un régulateur des MAPK JNK et p38 (Engel et al., 

1999; Yu, Hébert et Zhang, 2002). De plus, en 1995, Yamaguchi et al. ont décrit l’implication de 

TAK1, la MAPKKK menant à l’activation de JNK et p38, dans la transduction du signal en réponse 

au TGF-β (Yamaguchi et al., 1995). En 2008, les équipes de Landström et Zhang ont décrit un rôle 

de TRAF6 dans l’activation de p38 et JNK. Ils ont démontré que la stimulation au TGF-β de cellules 

HEK293T mène au recrutement et à l’auto-ubiquitination de type K63 de TRAF6 sur le TGFBR1. 

TRAF6 s’associe ensuite à TAK1 et l’active par ubiquitination de type K63 sur son résidu K34, 

menant à la stimulation des MAPK p38 et JNK, provoquant à terme des processus apoptotiques et 

de TEM (Sorrentino et al., 2008; Yamashita et al., 2008). L’activation de TAK1 par TRAF6 cause 

aussi l’activation de la voie NF-κB. En effet, la mutation de son résidu K34 prévient l’activation de 

cette voie en réponse au TGF-β (Hamidi et al., 2012) (Figure 30). 

 L’équipe du professeur Ten Dijke a décrit en 2013 un autre mécanisme d’activation de p38 

dépendant de TRAF4 en réponse au TGF-β. De la même manière que TRAF6, TRAF4 est recrutée 

au niveau du TGFBR1 activé et s’active par auto-ubiquitination de type K63. TRAF4 est ainsi capable 

de cibler la protéine SMURF2 afin d’induire son ubiquitination suivie de sa dégradation, inhibant 

ainsi la dégradation du TGFBR1 par SMURF2. De plus, de la même manière que TRAF6, TRAF4 

semble pouvoir activer TAK1 par ubiquitination, menant à l’activation de p38 et à des processus de 

TEM, induisant la formation de métastases in vivo (Zhang et al., 2013) (Figure 30). 
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Figure 30 : Activation des MAPK en réponse au TGF-β. 1. En réponse à une stimulation au TGF-β, le 

TGFBR1 recrute ShcA et l’active par phosphorylation. Cette dernière forme ensuite un complexe composé de 

ShcA, Grb2 et Sos qui active Ras. En retour, ce dernier stimule l’activation des MAPK ERK1 et 2 menant à 

des processus de TEM. La localisation des récepteurs dans des radeaux lipidiques semble être nécessaire à 

l’activation de ERK1 et 2. 2. TRAF6 peut aussi être recrutée au niveau du TGFBR1, s’activer par auto-

ubiquitination de type K63, recruter TAK1 et l’activer par ubiquitination de type K63. Ces processus mènent à 

l’activation des MAPK p38 et JNK, régulant l’apoptose et la TEM. TAK1 peut aussi activer la voie NF-κB. 3. 

De la même manière, TRAF4 peut activer la MAPK p38 et provoquer la TEM. TRAF4 inhibe aussi la 

dégradation du TGFBR1 par SMURF2 en provoquant l’ubiquitination dégradative de cette dernière. 

b) Régulation des Rho GTPases 

L’activation des Rho GTPases par le TGF-β contribue fortement à la régulation de la TEM 

par le TGF-β. En effet, le TGF-β induit rapidement l’activation de RhoA et cdc42, menant à la 

réorganisation des filaments d’actine indépendamment des protéines SMAD (Bhowmick et al., 2001; 

Edlund et al., 2002). En revanche, une coopération entre la signalisation des SMAD et des Rho 

GTPases semble nécessaire pour réguler la formation de fibres de stress lors de réponses à long 

terme (Edlund et al., 2002). La stimulation de fibroblastes par le TGF-β provoque l’activation de 

PAK2 (P21-Activated Kinase 2) par cdc42, menant aussi à la réorganisation des filaments d’actine 

(Wilkes et al., 2003) (Figure 31). 

L’équipe de Wrana a démontré par un screening utilisant la méthode LUMIER 

(Luminescence-based Mammalian Interactome mapping) que la protéine Par6 (Partitioning 

defective protein 6) pouvait interagir directement avec le récepteur TGFBR1. Ils ont confirmé ces 

résultats par immunoprécipitation et prouvé que cette interaction est indépendante de la stimulation 

au TGF-β. La stimulation du TGFBR2 par le TGF-β conduit au recrutement du complexe TGFBR1 

et Par6, menant à la phosphorylation activatrice des deux protéines par le TGFBR2. Par6 peut ainsi 
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recruter la protéine SMURF1, qui en retour induit l’ubiquitination dégradative de RhoA, amenant à 

la dissolution des jonctions serrées impliquées dans les processus de TEM (Ozdamar et al., 2005) 

(Figure 31). 

 

Figure 31 : Régulation des Rho GTPases par le TGF-β. 1. En réponse au TGF-β, le TGFBR1 active RhoA 

et cdc42, provoquant la mise en place de la TEM. La régulation de la TEM par cdc42 semble passer par 

l’activation de PAK2. Le TGFBR2 peut aussi recruter et phosphoryler Par6. Ce dernier recrute ainsi SMURF2, 

qui en retour induit l’ubiquitination dégradative de RhoA menant à la TEM. 

c) Activation de la voie de signalisation PI3K/Akt  

La voie de signalisation PI3K/Akt joue un rôle majeur dans les mécanismes de survie et de 

prolifération cellulaire. Elle implique la régulation de nombreuses cibles telles que NF-κB et mTOR 

(mechanistic Target Of Rapamycin) par Akt en réponse à l’activation de PI3K. La sous-unité 

régulatrice p85 de PI3K peut se lier directement aux deux récepteurs TGFBR1 et 2. La liaison avec 

le récepteur 2 est constitutive mais celle avec le 1 est induite par le TGF-β. Le TGFBR1 stimule 

l’activité de PI3K menant à l’activation de Akt dépendamment de son activité kinase. En effet, 

l’inhibition de cette activité par le LY580276 bloque la stimulation de PI3K (Yi, Shin et Arteaga, 2005). 

Hamidi et al. ont de plus démontré que la promotion de PI3K et de la motilité cellulaire induite en 

réponse au TGF-β nécessitent l’ubiquitination de type K63 de PI3K par TRAF6 à la suite du 

recrutement de ce dernier sur le TGFBR1. En revanche, ils semblent montrer que ces effets sont 

indépendants du rôle de kinase du TGFBR1 (Hamidi et al., 2017). Il a de plus été décrit qu’en 

réponse au TGF-β, PI3K active le complexe mTORC2 (mTOR Complex 2), qui en retour active Akt 

mais aussi RhoA menant à des processus de TEM (Lamouille et al., 2012) (Figure 32).  
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Figure 32 : Activation de PI3K/Akt par le TGF-β. La stimulation des récepteurs par le TGF-β déclenche le 

recrutement de TRAF6 et PI3K au niveau du TGFBR1. TRAF6 active PI3K par ubiquitination de type K63. 

Cette dernière phosphoryle Akt, qui en réponse stimule la TEM. PI3K active aussi RhoA et mTORC2. Cette 

dernière stimule Akt par phosphorylation et ces processus régulent aussi la TEM. 

d) Activation de STAT3/JAK 

Les protéines STAT3 ainsi que JAK1 et 2 sont aussi impliquées dans la régulation de la 

signalisation indépendante des SMAD. En effet, l'analyse de fibroblastes de patients atteints de 

sclérodermie, une maladie caractérisée par le développement à terme d’une fibrose cutanée, par 

l’équipe de Distler a mis en avant une activation de JAK2, menant à l’activation de STAT3. Elle est 

dépendante du TGF-β et est impliquée dans la mise en place du phénotype actif des fibroblastes de 

sclérodermie. L’inhibition de JAK2 prévient les effets du TGF-β sur ces fibroblastes ainsi que le 

développement de fibroses cutanées en réponse à la bléomycine dans un modèle murin (Dees et 

al., 2012). JAK1 est quant à elle capable d’interagir directement avec le TGFBR1, menant à la 

phosphorylation activatrice de STAT3, indépendamment des SMAD très rapidement après une 

stimulation au TGF-β, jouant ainsi un rôle dans les processus pro-fibrosants médiés par le TGF-β 

(Tang et al., 2017). 

E. Régulation des voies de signalisation du TGF-β 

1. Les processus d’endocytose des récepteurs 

Un des principaux mécanismes de régulation des récepteurs du TGF-β est l’endocytose. 

Deux mécanismes d’endocytose ont été principalement observés : l’internalisation des récepteurs 

dans des vésicules recouvertes de clathrines ou recouvertes de cavéoline. 

La fixation du TGF-β à ses récepteurs TGFBR1 et 2 n’initie pas seulement des processus de 

signalisation cellulaire mais provoque aussi l’internalisation des récepteurs et du ligand dans des 

vésicules entourées de clathrine, formant ainsi des endosomes précoces. La métalloprotéinase 

ADAM12 (A Disintegrin And Metalloproteinase domain 12) favorise la formation d’endosomes 

précoces en se liant au TGFBR2 et stabilise celui-ci en bloquant son interaction avec SMAD7 (Atfi 
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et al., 2007). Dans ces endosomes, les récepteurs vont se lier à la protéine SARA (SMAD Anchor 

for Receptor Activation), qui facilite l’activation de la voie canonique du TGF-β. SARA favorise le 

recrutement de SMAD2 et 3 et promeut ainsi leur phosphorylation par le TGFBR1 (Chen, 2009). Le 

blocage de la formation de ces endosomes ou de l’interaction entre le TGFBR1 et SARA inhibent 

l’activation de la voie canonique du TGF-β (Hayes, Chawla et Corvera, 2002). Dans la plupart des 

cas, les récepteurs sont recyclés à la membrane et peuvent de nouveau être stimulés par leur ligand 

(Guglielmo et al., 2003). Ce recyclage est dépendant de la petite GTPase Rab11 (Mitchell et al., 

2004). Les endosomes précoces peuvent aussi se transformer en endosomes tardifs et être recyclés 

ou bien ciblés par les lysosomes pour être dégradés (Chen, 2009) (Figure 33). 

En plus de leur internalisation dans des vésicules de clathrine promouvant l’activation des 

voies SMAD-dépendantes, les récepteurs du TGF-β peuvent être endocytés via des radeaux 

lipidiques dans des vésicules entourées de cavéoline, formant des cavéosomes et menant à leur 

dégradation (Razani et al., 2001). Le complexe SMAD7/SMURF2 est recruté au niveau du TGFBR1 

et promeut la dégradation des récepteurs, mettant ainsi un terme aux voies de signalisation et 

provoquant un renouvellement des récepteurs (Guglielmo et al., 2003) (Figure 33). 

 

Figure 33 : Les processus d’endocytose des récepteurs du TGF-β. 1. L’endocytose des récepteurs dans 

des vésicules entourées de clathrine forme des endosomes précoces. Au sein de ces derniers, le TGFBR1 va 

recruter la protéine SARA, favorisant l’activation de la voie canonique du TGF-β. Les endosomes précoces 

peuvent se transformer en endosomes de recyclage menant au réadressage des récepteurs à la membrane 
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plasmique, ou en endosomes tardifs provoquant la dégradation lysosomale des récepteurs ou leur recyclage. 

2. En présence de cavéoline, des cavéosomes se forment, menant au recrutement de SMAD7 et SMURF2 

sur le TGFBR1, qui en retour déclenche la dégradation lysosomale des récepteurs. 

2. Les processus de phosphorylation/déphosphorylation 

Les protéines SMAD présentent différents sites sur leurs différents domaines sujets à des 

mécanismes de phosphorylation modulant leur activité (Xu, Lin et Feng, 2016). ERK1 sous forme 

active peut par exemple phosphoryler le résidu T8 du domaine MH1 de SMAD2 afin de le stabiliser 

et d’accroître son activité. La calmoduline est capable de bloquer l’action de ERK1 et ainsi réduire 

le niveau de SMAD2 (Funaba, Zimmerman et Mathews, 2002). Seong et Ha ont aussi démontré que 

MPK38 (Murine Protein serine/threonine Kinase 38) pouvait phosphoryler SMAD2 et 3 sur leur 

région linker et SMAD4 sur son domaine MH2 afin de réguler positivement la voie canonique du 

TGF-β (Seong, Jung et Ha, 2010). À l’inverse, la protéine PAK2 phosphoryle le résidu S417 qui est 

à proximité de la boucle L3, inhibant ainsi l’interaction entre SMAD2 et le TGFBR1 et donc l’activation 

de SMAD2 (Yan et al., 2012). La protéine PKC (Protein Kinase C) phosphoryle SMAD3 sur les 

résidus S47 et S70 du domaine MH1, empêchant ainsi SMAD3 de se lier directement à l’ADN 

(Yakymovych et al., 2001).  

Les processus de phosphorylation étant centraux dans l’activation des voies de signalisation 

en réponse au TGF-β, il n’est pas surprenant que des phosphatases telles que l’holoenzyme PP1 

(Protein Phosphatase 1) soient impliquées dans la régulation de ces voies. Le TGF-β provoque la 

formation d’un complexe composé de la sous-unité régulatrice PPP1R15A (Protein PhosPhatase 1 

Regulatory subunit 15A) de PP1, SMAD7 et le TGFBR1. PPP1R15A recrute la sous-unité catalytique 

de PP1, qui en retour déphosphoryle le TGFBR1, inhibant ainsi l’arrêt du cycle cellulaire médié par 

le TGF-β et favorisant la résistance à ce dernier (Shi et al., 2004). La phosphatase MTMR4 

(MyoTubularin-Related protein 4) diminue la phosphorylation du domaine SXS des SMAD2 et 3 dans 

les endosomes précoces. Ce processus permet notamment de prévenir la suractivation de la voie 

de signalisation du TGF-β et d’éteindre ce système lorsque son objectif a été atteint (Yu et al., 2010). 

3. La régulation par des processus d’ubiquitination 

 Les E3 ubiquitine ligases SMURF régulent l’activité du TGF-β. Leur action sur le TGFBR1 a 

été précédemment décrite dans les parties précédentes mais elles peuvent aussi réguler 

directement les SMAD. En effet, SMURF2 peut directement cibler SMAD2 et provoquer sa poly-

ubiquitination puis sa dégradation par le protéasome (Zhang et al., 2001). Elle cible aussi 

directement SMAD3 en provoquant sa double mono-ubiquitination sur son domaine MH2, 

préférentiellement sur les résidus K333 et K378, et bloquant ainsi la formation de complexe de 

SMAD3 (Tang et al., 2011). De manière très intéressante, l’E3 ubiquitine ligase Arkadia cible les 

SMAD2 et 3 afin de les ubiquitiner, causant à la fois leur dégradation mais aussi leur activation. La 

déplétion d’Arkadia déclenche l’accumulation de protéines SMAD2 et SMAD3 phosphorylées mais 

hypo-actives et bloque la formation de l’intestin antérieur et de la plaque préchordale dans un modèle 
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murin. Arkadia est donc nécessaire à l’amélioration de l’activité transcriptionnelle des SMAD tout en 

provoquant le renouvellement des protéines SMAD2 et SMAD3 (Mavrakis et al., 2007). 

F. Le rôle ambigu du TGF-β dans le développement tumoral 

Le rôle du TGF-β sur le développement tumoral est complexe. Il est dépendant du stade de 

développement de la tumeur. Durant les phases d’initiation tumorale, il possède plutôt des propriétés 

anticancéreuses. En effet, il peut par exemple provoquer l’inhibition de l’oncogène c-Myc et la 

surexpression des inhibiteurs des CDK p15 et p21, bloquant ainsi le cycle cellulaire en phase G1, 

ainsi que le déclenchement de l’apoptose en modulant l’expression de différents facteurs de morts 

tels que Bcl-2. Le TGF-β peut donc inhiber la croissance tumorale en phase précoce en provoquant 

l’arrêt du cycle cellulaire ou la mort par apoptose (Baba et al., 2022). À l’inverse, en phase plus 

tardive, le TGF-β est plutôt associé à une activité pro-tumorale. Il est aujourd’hui accepté que lors 

des phases tardives de la progression tumorale, les effets inhibiteurs du TGF-β sur la prolifération 

cellulaire sont perdus. Une expression élevée du TGF-β est retrouvée dans de nombreux cancers 

durant la progression tumorale et est souvent associée avec un mauvais pronostic, faisant du TGF-

β une cible de choix pour les traitements anti-cancéreux (Sheen et al., 2013). Ces effets sont 

associés avec la capacité du TGF-β en phase avancée du développement tumoral à promouvoir 

des processus de migration cellulaire, de TEM et de prolifération cellulaire (Baba et al., 2022). 

G. TGF-β et fibrose pulmonaire idiopathique 

La FPI (Fibrose Pulmonaire Idiopathique) est une maladie chronique léthale et irréversible et 

est la pneumonie interstitielle idiopathique la plus fréquente. Il n’existe actuellement aucun traitement 

curatif et l’espérance de survie médiane n’est que de 2 à 5 ans après le diagnostic. Elle est 

caractérisée par la perte des cellules épithéliales pulmonaires, l’accumulation anormale de 

myofibroblastes et le dépôt excessif d’éléments de la matrice extracellulaire tels que le collagène. 

Ces effets mènent à une perte progressive des fonctions pulmonaires, provoquant une insuffisance 

respiratoire chronique puis la mort. Les cause de la FPI ne sont pas claires mais l’hypothèse 

dominante est que des lésions de l’épithélium alvéolaire provoquent la perte des cellules épithéliales 

pulmonaires, associées avec une réparation et une réépithélialisation anomale, ainsi qu’une 

production de médiateurs fibrogéniques tels que le TGF-β (Yue, Shan et Lasky, 2010; Fernandez et 

Eickelberg, 2012).   

Un rôle potentiel du TGF-β dans les processus de fibrose pulmonaire a été décrit dès le début 

des années 90. En effet, une production accrue de TGF-β dans un modèle animal de fibrose 

pulmonaire est détecté en amont de la synthèse de collagène (Khalil et Greenberg, 2007). Le rôle 

pro-fibrosant du TGF-β a depuis grandement été étudié et est principalement dépendant de trois 

processus : la différenciation des fibroblastes en myofibroblastes, la TEM et la fibrogenèse (Ye et 

Hu, 2021). Les myofibroblastes sont les principaux effecteurs des processus de fibrose pulmonaire. 

Ils sont impliqués dans les processus de cicatrisation, produisant la matrice extracellulaire, et 



89 
 

disparaissent normalement à la fin de ces processus. Leur maintien provoque l’accumulation 

excessive de composants de la matrice extracellulaire et le développement de pathologies pro-

fibrosantes. Ils peuvent être distingués des fibroblastes par l’expression de l’α-SMA (α-Smooth 

Muscle Actin) qui leur confère des propriétés contractiles (Yue, Shan et Lasky, 2010). Dans les 

poumons, ces cellules peuvent avoir pour origine des fibroblastes pulmonaires résidents, des 

cellules épithéliales de l’épithélium alvéolaire ou des fibroblastes dérivés de la moelle osseuse. 

L’activation des voies de signalisation TGF-β est nécessaire à la différenciation des fibroblastes 

résidents en myofibroblastes, en induisant par exemple la production d’α-SMA. De la même manière, 

le TGF-β induit aussi la différenciation des fibroblastes dérivés de la moelle osseuse en 

myofibroblastes. Il peut aussi déclencher des processus de TEM dans les cellules de l’épithélium 

alvéolaire, provoquant l’expression de gènes cibles tels que PAI-1 ou α-SMA et donc leur 

différenciation en myofibroblastes (Yue, Shan et Lasky, 2010; Fernandez et Eickelberg, 2012). De 

plus, ces processus de TEM dérégulent l’équilibre entre les cellules épithéliales et 

mésenchymateuses, menant à la mise en place d’un micro-environnement pro-fibrosant (Hill et al., 

2019). Le TGF-β module aussi la fibrogenèse en étant capable par exemple d’induire la biosynthèse 

de collagène et promouvoir ainsi le développement de la FPI (Ye et Hu, 2021).  
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 Mon équipe de recherche s’intéresse aux IAP et plus particulièrement à cIAP1 et son rôle 

dans la différenciation, la prolifération et l’oncogenèse. Les travaux effectués dans mon équipe avant 

mon arrivée ont montré que cIAP1 est un régulateur important de la différenciation et l’activité des 

macrophages (Dupoux et al., 2009). Dans ce contexte, cIAP1 contrôle le temps d’activation de NF-

κB grâce à sa capacité à catalyser l’ubiquitination et la dégradation de l’adaptateur moléculaire 

TRAF2. De nouveaux partenaires, cibles d’ubiquitination de cIAP1 ont été identifiés. Il s’agit du 

facteur de transcription E2F1 (Cartier et al., 2011; Glorian et al., 2017; Allègre et al., 2018), et de la 

petite protéine G de la famille des RhoGTPases cdc42. TRAF2 a été retrouvée, avec cIAP1 dans le 

complexe d’activation de cdc42 (Marivin et al., 2014).  

Le projet de recherche développé lors de mon arrivée avait pour but d’analyser les 

mécanismes moléculaires régissant l’activité oncogénique de cIAP1. Il s’agissait d’analyser le rôle 

de son interaction avec TRAF2, E2F1 ou cdc42 dans sa capacité à stimuler la croissance tumorale. 

Mon sujet de thèse a porté plus spécifiquement sur l’analyse de l’importance de l’interaction de 

cIAP1 avec TRAF2 dans ses propriétés oncogéniques. De plus, à la suite d’analyses in silico de 

puces à ADN à partir de tissus présentant des signes de fibrose (poumons ou reins) et montrant une 

forte surexpression de cIAP1 dans les tissus malades, j’ai initié un travail ayant pour but d’évaluer 

l’implication de cIAP1 dans la signalisation du TGF-β et dans le développement de la fibrose dans 

un modèle de fibrose pulmonaire.  

La section « Résultats » a été divisée en 2 parties. La première porte sur l’analyse des 

propriétés oncogéniques de cIAP1 et la seconde porte sur l’étude de l’influence de cIAP1 sur la 

signalisation du TGF-β dans un contexte de fibrose pulmonaire. 

I. Analyse du rôle de TRAF2 dans les propriétés 

oncogéniques de cIAP1 

Une surexpression de cIAP1 a été détectée dans de nombreux types de cancers et a été 

souvent associée à une résistance aux traitements et à un mauvais pronostic, comme cela a été 

décrit dans la partie II.D de l’introduction. Par ailleurs, des propriétés oncogéniques de cIAP1 ont 

clairement été démontrées chez la souris dans des modèles d’ostéosarcomes p53-/- (Ma et al., 

2009), d’hépatocarcinomes p53-/-/c-Myc (Zender et al., 2006), et de carcinomes mammaires p53-/-

/Rb-/- (Retinoblastoma protein) (Cheng et al., 2010). L’activité oncogénique de cIAP1 a été expliquée 

par une coopération entre cIAP1 et c-Myc dans le modèle d’hépatocarcinome (Zender et al., 2006). 

Connaissant l’importance de cIAP1 dans la régulation de NF-κB et l’activité promotrice de tumeur 

de ce facteur de transcription, il est fort probable qu’une activation de NF-κB participe à l’activité 

oncogénique de cIAP1.  
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Pour autant, certaines études, notamment dans les cancers de la tête et du cou (Tanimoto 

et al., 2005), et de la vessie (Che et al., 2012; Chen et al., 2013), suggèrent que ce n’est pas 

l’expression de cIAP1 mais sa localisation nucléaire qui serait importante. De plus, l’analyse de 

l’expression tissulaire de cIAP1, à partir de la banque de données « The Human Protein Atlas », 

démontre une expression nucléaire de cIAP1 dans le noyau de nombreuses cellules de tissus 

différents (Zadoroznyj et Dubrez, 2022). cIAP1 aurait donc une fonction nucléaire qui pourrait être 

associée à ses propriétés oncogéniques dans certains types de cancers. 

 Ces constatations ont conduit mon équipe d’accueil à étudier précisément les fonctions 

nucléaires de cIAP1. Ils ont démontré principalement que cIAP1 est capable d’interagir directement 

avec le facteur de transcription E2F1 et peut ainsi réguler son activité transcriptionnelle. cIAP1 

module ainsi le cycle cellulaire et donc la prolifération cellulaire, comme cela a été présenté dans la 

partie IV.F.2.b) de l’introduction. Par ailleurs, les travaux d’Arthur Marivin et Jean Berthelet, réalisés 

dans l’équipe, ont montré l’importance de la régulation de la RhoGTPase cdc42 dans l’invasion 

tumorale (Marivin et al., 2014). 

La liaison de cIAP1 avec E2F1 fait intervenir le domaine BIR3 (Allègre et al., 2018), alors que 

la liaison de cIAP1 avec cdc42 implique le domaine BIR2 (Marivin et al., 2014). Afin d’évaluer 

l’importance de ces partenaires dans l’activité oncogénique de cIAP1, des MEF déficientes en cIAP1 

ont été transformées par l’oncogène HRas-V12. Différents mutants de cIAP1, dépourvus d’un des 

domaines BIR ont été exprimés dans ces cellules. La perte du domaine BIR3 a rendu la protéine 

instable. La délétion du domaine BIR2 a ralenti l’apparition de métastases mais n’a pas eu d’effet 

sur la croissance tumorale. En revanche, l’absence du domaine BIR1 a complétement bloqué la 

formation de métastases et a diminué la croissance tumorale. Ce domaine lie la protéine TRAF2. 

L’objectif du projet était donc d’analyser les mécanismes de l’activité oncogénique du binôme 

cIAP1/TRAF2. 

Ce travail a été publié dans « Oncogene » en novembre 2022.   

« cIAP1/TRAF2 interplay promotes tumor growth through the activation of STAT3 » 

Les travaux réalisés pour cet article, dont je suis co-premier auteur, ont été initiés par Baptiste 

Dumétier, alors étudiant en thèse dans l’équipe. 

 Ces travaux ont mis en évidence l’importance de TRAF2 dans les propriétés oncogéniques 

de cIAP1. De plus, un rôle de STAT3 dans ces propriétés oncogéniques a été décrit pour la première 

fois. 

Ils ont permis de démontrer que (Figure 34) : 

- L’interaction entre cIAP1 et TRAF2 est nécessaire aux propriétés oncogéniques de cIAP1, 
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- La trimérisation de TRAF2 par le domaine BIR1 de cIAP1 est essentielle et suffisante pour 

promouvoir la croissance tumorale, 

- La présence de cIAP1 est nécessaire à TRAF2 pour interagir avec ses partenaires de 

signalisation,  

- cIAP1/TRAF2 stimule l’activation de NF-κB et des MAPK ERK1/2 et inhibe l’activation de 

p38, 

- NF-κB provoque la production d’IL-6, menant à l’activation autocrine de la voie de 

signalisation JAK/STAT3, 

- L’activation de la voie JAK/STAT3 est essentielle dans l’activité oncogénique de cIAP1. 

L’interaction entre cIAP1 et TRAF2 stimule la croissance tumorale via l’activation autocrine 

de la voie de signalisation JAK/STAT3. 

 

Figure 34 : STAT3 dans les propriétés oncogéniques de l’interaction entre cIAP1 et TRAF2. L’interaction 

entre cIAP1 et TRAF2 stimule l’activation de la MAPK ERK1/2, médiée par H-Ras et de NF-κB. L’activation 

de cette dernière déclenche la synthèse d’IL-6. Cette dernière est secrétée à l’extérieur de la cellule et active 

de manière autocrine la voie de signalisation JAK/STAT3, qui en retour provoque la croissance tumorale. 

Mon travail dans ce projet a consisté à terminer la caractérisation de la croissance tumorale 

obtenue avec les différentes lignées cellulaires (Article, Figure 1 et 2). J’ai participé à l’analyse de la 

localisation de TRAF2 dans les cellules exprimant cIAP1, le mutant cIAP1ΔBIR1 ou le domaine BIR1 

isolé (Article, Figure 2). J’ai participé à toute l’analyse signalétique et mis en évidence la présence 

d’une boucle de régulation impliquant la voie de signalisation STAT3/JAK (Article, Figure 4 et 5). 

Enfin, j’ai mené les expériences de traitement des souris par les inhibiteurs de STAT3 et MEK 

(Article, Figure 6). Baptiste Dumétier ayant quitté l’équipe fin 2020, j’ai également pris en charge 

l’ensemble des révisions de l’article. 
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Supplementary Materials & Methods 

 

Cell culture, transfection and treatment: 

HeLa cervical carcinoma cell line (Invitrogen, Carlsbad, USA) and HRas-V12-transformed MEFs wt were 

                 (        ’                ’                                             )      

glucose medium supplemented with 10% fetal bovine serum (Dominique Dutscher, Brumath, France) at 37°C, 

5% CO2 environment. MEFs wt Hela cells were transfected using Jet PEI transfection reagent (Polyplus 

transfection, Ozyme, France) with pCR3-FLAG-cIAP1, pEYFP-BIR1 vectors. MEFs were treated with 25ng/mL 

   α ( &                        U  ).  

In vivo experiments: 

HRas-V12-transformed MEFs wt were injected subcutaneously (250 000) in a volume of 100µL in nude (NMRI-

Foxn1nu/Foxn1nu) mice (Charles River Laboratories, Saint-Germain-Nuelles, France). Tumor volume was 

measured with calipers and calculated as proposed by Laval University (Québec, Canada): 

(4/3)*3.14159*(length/2)*(width/2)². The experiments were performed at least twice n=6-10 per group.  

Flag immunoprecipitation: 

For FLAG-cIAP1 immunoprecipitation, cell lysates were incubated 2 hours with ANTI-FLAG® M2 Affinity Gel 

(A2220, Merk-Millipore).  Proteins were eluted by heating the mix to 95°C for 10 minutes in 1X Laemmli 

buffer (Tris-H    50     H     ; β-mercaptoethanol 15 %; SDS 6 %; glycerol 30 %; Bromophenol blue). 
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II. Discussion sur les propriétés oncogéniques de cIAP1 et 

TRAF2  

A. Les mécanismes des propriétés oncogéniques de cIAP1 

Nos résultats démontrent pour la première fois un rôle de l’interaction entre cIAP1 et TRAF2 

dans les propriétés oncogéniques de cIAP1. En effet, la déplétion de cIAP1 et cIAP2 dans un modèle 

de MEF diminue la croissance tumorale, alors que la restauration de cIAP1 rétablit celle-ci. En 

revanche, l’expression d’une protéine cIAP1 incapable d’interagir avec TRAF2 inhibe cet effet. cIAP1 

et TRAF2 sont associées dans la régulation de nombreuses voies de signalisation, présentées dans 

la partie IV de l’introduction. Leur association est très souvent impliquée dans l’activation de la voie 

NF-κB, menant à des processus de survie et de prolifération cellulaire. De nombreux cancers 

présentent une activation constitutive aberrante de NF-κB. De plus, l’implication de NF-κB dans le 

développement de cette pathologie et dans la résistance aux traitements anti-cancéreux a été 

largement démontrée (Rasmi, Sakthivel et Guruvayoorappan, 2020). Il n’est donc pas étonnant que 

le binôme cIAP1/TRAF2 présente une activité oncogénique.  

Des propriétés oncogéniques de cIAP1 ont clairement été démontrées chez la souris. En 

2006, Zender et al. ont associé ces propriétés à une potentielle coopération entre c-Myc et cIAP1. 

L’analyse de la croissance tumorale d’hépatoblastes p53-/- exprimant c-Myc a démontré une 

diminution de la croissance tumorale lorsque cIAP1 ou YAP sont déplétées par un shARN. À 

l’inverse, une surexpression de cIAP1 ou YAP accélère la croissance tumorale (Zender et al., 2006). 

Ces résultats ont été confortés par l’étude de Xu et al. Ces derniers ont démontré que cIAP1 pouvait 

stimuler la prolifération cellulaire dépendante de c-Myc en provoquant l’ubiquitination dégradative 

de Mad1, un inhibiteur de c-Myc (Xu et al., 2007). D’autres propriétés oncogéniques ont été 

démontrées dans un modèle de carcinome mammaire présentant un KO conditionnel pour p53 et 

Rb par l’équipe de Nikitin. Cette équipe a mis en avant la surexpression de cIAP1, cIAP2 et YAP 

dans ces modèles et a démontré que la déplétion de ces protéines inhibe la croissance tumorale 

(Cheng et al., 2010). Dans ces différentes études, l’implication de TRAF2 n’a pas été étudiée. Il est 

donc possible que ce ne soit pas uniquement cIAP1, mais le binôme cIAP1/TRAF2 qui soit impliqué 

dans ces propriétés oncogéniques. Pour autant, le contexte de ces études est très différent du nôtre. 

En effet, notre modèle cellulaire a été transformé avec l’oncogène H-Ras V12. Il n’est donc pas 

possible actuellement d’affirmer un rôle de TRAF2 dans leur observation et il serait donc nécessaire 

d’étudier le rôle de TRAF2 dans leur modèle d’étude. 

Mon équipe a étudié le rôle de cIAP1 sur la RhoGTPase cdc42. Elle a mis en évidence que 

cIAP1, par son domaine BIR2, peut interagir directement avec cdc42 et moduler son activation 

(partie IV.G de l’introduction). De plus, la déplétion de cIAP1 diminue l’activation de cdc42 par H-

Ras V12 (Marivin et al., 2014). En revanche, l’expression de ce mutant lors de l’injection de ces 
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cellules en sous-cutané présente une activité similaire à cIAP1 dans la croissance tumorale (Figure 

35 B). Cdc42, de par sa capacité à moduler le cytosquelette d’actine et la formation de filopodes, 

est un régulateur puissant de la migration cellulaire et de l’invasion (Sadok et Marshall, 2014). Dans 

l’étude publiée en 2014, Arthur Marivin et Jean Berthelet ont démontré que cIAP1 contrôlait 

l’activation de cdc42 induite par l’expression de H-Ras-V12 (Marivin et al., 2014). De plus, ils ont 

montré un rôle de cIAP1 dans l’adhésion de cellules de carcinome et des MEF transformées sur un 

tapis de cellules endothéliales et leur insertion entre les cellules endothéliales. Notre hypothèse est 

que la capacité de cIAP1 à contrôler le cycle d’activation de cdc42 soit un paramètre important dans 

les capacités invasives des cellules exprimant cIAP1. TRAF2 a été retrouvée dans le complexe 

cIAP1/cdc42. cIAP1 lie directement cdc42 alors que TRAF2 est recrutée par cIAP1. Dans l’article 

publié en 2014, TRAF2 a été présentée comme un adaptateur permettant le recrutement de cIAP1 

dans les complexes membranaires de signalisation et libérant ainsi cdc42 du contrôle de cIAP1. Nos 

résultats pourraient suggérer que TRAF2 pourrait avoir un rôle plus important et pourrait être un 

partenaire régulateur du cycle d’activation de cdc42. 

 

Figure 35 : Le domaine BIR2 est nécessaire aux propriétés migratoires de cIAP1. A et B. Des cellules 

MEF DKO reconstituées ou non avec cIAP1, ou des mutants de cIAP1 dépourvus de domaine BIR1 

(cIAP1ΔBIR1) ou BIR2 (cIAP1ΔBIR2), ont été injectées par voie intraveineuse (A) ou sous cutanée (B). Le 

nombre de nodules pulmonaires (A) et la croissance tumorale (B) ont été analysés 36 jours après injection. 

B. L’agrégation de TRAF2 et ses propriétés oncogéniques 

 Une agrégation cytoplasmique de TRAF2 a été identifiée en présence de cIAP1, mais pas 

lors de la déplétion de cette dernière ou de l’inhibition de l’interaction entre cIAP1 et TRAF2. TRAF2 

forme des homotrimères, ou des hétérotrimères avec TRAF1 et 3, stables et fonctionnels (He et al., 

2004; Mace et al., 2010). cIAP1 est active sous forme de dimère et peut ainsi se lier à deux trimères 
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de TRAF2 (Mace et al., 2010). Leur interaction a été décrite précisément dans la partie IV.A de 

l’introduction. De plus, il a été démontré que cIAP1 peut se lier à TRAF2 dans le cytoplasme sans 

aucune stimulation préalable (Shu, Takeuchi et Goeddel, 1996). Il n’est donc pas étonnant de 

détecter une agrégation de TRAF2 en sa présence.  

Nos résultats démontrent en revanche que l’expression d’un domaine BIR1 de cIAP1 isolé 

force l’agrégation de TRAF2 et stimule la croissance tumorale de la même manière que l’expression 

de cIAP1. TRAF2 a été initialement décrite comme un adaptateur moléculaire, nécessaire pour 

recruter cIAP1 au niveau de récepteurs dans des complexes protéiques, afin que cIAP1 puisse 

ubiquitiner ses substrats. Nos résultats montrent donc que le rôle de TRAF2 est plus complexe qu’un 

simple rôle d’adaptateur et que l’agrégation de TRAF2 pourrait réguler directement différents 

processus cellulaires. L’équipe de Watanabe a démontré en 2002 que la surexpression de CD30 

déclenche le recrutement et l’agrégation de TRAF2 et TRAF5 en absence de stimulation, menant à 

l’activation de la voie NF-κB (Horie et al., 2002). Son agrégation par le domaine BIR1 pourrait donc 

jouer un rôle similaire et forcer l’activation de voies de signalisation pro-tumorales. Cette hypothèse 

est soutenue par l’analyse de l’interactome de TRAF2 en présence ou non de cIAP1 dans les cellules 

A549. En effet, cette analyse a mis en évidence la perte de plus de 70% de ses partenaires lors de 

la déplétion de cIAP1. Les récepteurs de la famille du TNFR n’ont pas été détectés, ce qui peut 

s’expliquer par l’absence de stimulation de nos cellules. Ces résultats nous amènent donc à nous 

demander si les propriétés oncogéniques de cIAP1 ne seraient finalement pas liées à l’agrégation 

de TRAF2. cIAP1, par son domaine BIR1, favoriserait la mise en place en place d’une forme active, 

plus disponible, de TRAF2, qui serait impliquée dans la stimulation de voies de signalisation 

favorisant des processus de survie et de prolifération cellulaires. Une comparaison de l’interactome 

du modèle de MEF DKO exprimant le domaine BIR1 isolé avec celui des MEF DKO ou des MEF 

DKO exprimant cIAP1, confirmerait l’importance de l’agrégation de TRAF2 dans son interaction avec 

ses partenaires. Il serait alors possible de déterminer les voies de signalisation mises en jeu lors de 

l’agrégation de TRAF2. 

Une analyse de la localisation de TRAF2 dans le modèle de MEF DKO exprimant cIAP1 a 

démontré une colocalisation de TRAF2 avec la PDI (Protein Disulfide Isomerase), un marqueur du 

réticulum endoplasmique. TRAF2 n’est en revanche pas observée dans les lysosomes et l’appareil 

de Golgi. Ces observations sont cohérentes avec l’étude de Wu et al. en 2005. Ils ont montré que la 

surexpression de cIAP1 et TRAF2, dans la lignée cellulaire COS-7 (une lignée de cellules fibroblast-

like rénales de singe), mène à leur colocalisation sous la forme de petits agrégats au niveau du 

réticulum endoplasmique. cIAP1/TRAF2 colocalisent ainsi avec Ubc6, une enzyme E2 

transmembranaire du réticulum endoplasmique, favorisant ainsi l’activité E3 ubiquitine ligase de 

cIAP1 (Wu et al., 2005). Dans notre modèle, il est donc possible que TRAF2 soit associée avec 

cIAP1 dans le réticulum endoplasmique, favorisant l’activité E3 ubiquitine ligase de cIAP1 et régulant 

ainsi son activité cellulaire. Il serait intéressant dans un premier temps de confirmer par 
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immunofluorescence la colocalisation de TRAF2 avec cIAP1 dans le réticulum endoplasmique. 

L’utilisation de la ligné DKO exprimant cIAP1ΔBIR1, pourrait ensuite mettre en évidence l’importance 

du binôme TRAF2/cIAP1 dans la localisation de cIAP1, ce qui suggèrerait un rôle régulateur de 

TRAF2 sur l’activité E3 ubiquitine ligase de cIAP1.  

cIAP1 est une protéine localisée à la fois dans le cytoplasme et le noyau et présente diverses 

fonctions nucléaires. Mon équipe de recherche a par exemple étudié ces fonctions, et a mis en 

évidence que cIAP1 lie le facteur de transcription E2F1 et provoque son ubiquitination de type K63, 

régulant ainsi son activité et donc le cycle cellulaire (Glorian et al., 2017; Allègre et al., 2018). Seo 

et al. ont aussi démontré que cIAP1 pouvait lier CtBP2 au sein du noyau, favorisant la transcription 

des gènes cibles de CtBP2 (Seo et al., 2020). TRAF2 ne semble pas être détectée dans le noyau 

dans notre modèle d’étude, suggérant que TRAF2 n’est pas impliquée dans les fonctions nucléaires 

de cIAP1. Pourtant, TRAF2 a déjà été observée dans le noyau. L’équipe de Bishop a par exemple 

observé une localisation nucléaire de TRAF2 dans des lymphocytes B, impliquée dans la régulation 

de CREB (Mambetsariev et al., 2016). De plus, la localisation nucléaire de cIAP1 n’a pas été étudiée 

dans notre modèle cellulaire. Il n'est donc pas totalement exclu que TRAF2 puisse être impliquée 

dans les fonctions nucléaires de cIAP1. 

C. Les voies de signalisation régulées par l’interaction entre 

cIAP1 et TRAF2 

1. Le rôle des récepteurs dans l’activité de cIAP1/TRAF2 

Nos résultats ont démontré une activation des MAPK ERK1/2 et de la voie NF-κB canonique 

dans notre modèle de MEF DKO exprimant cIAP1 en comparaison des MEF DKO. L’expression du 

mutant cIAP1ΔBIR1 inhibe cet effet. À l’inverse, l’expression de cIAP1 n’a pas d’effet sur la MAPK 

JNK et inhibe l’activation de p38. Ces voies de signalisation sont régulées par l’activation de 

différents récepteurs, comme cela a été présenté dans la partie IV de l’introduction. Alors comment 

expliquer que la voie canonique de NF-κB et des MAPK ERK1/2 soient activées en présence du 

binôme cIAP1/TRAF2 et pas les MAPK p38 et JNK ? Nos observations ont été réalisées en absence 

de stimulation des cellules, suggérant une activation constitutive de ERK1/2 et NF-κB, mais pas de 

p38 et JNK, dépendante de cIAP1/TRAF2. En revanche, il est important de préciser qu’il n’y a pas 

eu de privation sérique, il est donc tout à fait possible que les facteurs de croissance présents dans 

le sérum aient pu favoriser l’activation de ERK1/2 et NF-κB. La présence d’EGF, un facteur de 

croissance pouvant promouvoir l’activation de ERK1/2 (Wee et Wang, 2017), de NF-κB (Biswas et 

al., 2000), ainsi que p38 et JNK (Gao, Ulekleiv et Halstensen, 2016), a par exemple été décrite dans 

ce sérum (Lee et al., 2022). De plus, nos résultats portant sur l’interactome de TRAF2 ont mis en 

évidence une interaction entre TRAF2 et l’EGFR en présence de cIAP1. cIAP1 et TRAF2 pourraient 

donc par exemple jouer un rôle dans la signalisation cellulaire médiée par l’EGF, en régulant 

spécifiquement l’activation des protéines ERK1/2 et NF-κB. 
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2. La régulation des MAPK ERK1/2 

La régulation des voies de signalisation des MAPK est un facteur important dans la mise en 

place d’une réponse adaptée des cellules à une stimulation. Leur activation peut favoriser des 

processus de croissance et de survie mais aussi des processus de mort cellulaire. Le rôle de 

cIAP1/TRAF2 a principalement été démontré dans la régulation de l’activation des MAPK JNK et 

p38. Cette régulation est en général dépendante du recrutement de cIAP1 et TRAF2 au niveau de 

complexe de récepteurs, et se fait via la régulation de l’activité de TAK1 (Dumétier, Zadoroznyj et 

Dubrez, 2020). En revanche, la régulation des MAPK ERK1/2 par le binôme cIAP1/TRAF2 n’a pour 

l’instant été que très peu décrite. Dogan et al. ont démontré que cIAP1 et cIAP2 ainsi que XIAP 

pouvaient inhiber leur activation en favorisant la dégradation de la MAPKKK C-RAF (Dogan et al., 

2008). Nos résultats s’opposent donc aux constatations de Dogan et al., démontrant plutôt un rôle 

activateur de cIAP1/TRAF2 sur ERK1/2. 

Nos modèles de MEF sont transformés avec l’oncogène H-Ras V12. La transformation de 

nos modèles cellulaires avec cet oncogène a induit l’activation de ERK1/2 en comparaison de MEF 

non transformées (résultats obtenus par Jean Berthelet). L’activité de Ras passe par l’activation de 

la voie RAF/MEK/ERK, de la voie PI3K/Akt/mTOR ainsi que par l’activation de GTPases de la famille 

Rho telles que cdc42 (Berndt, Hamilton et Sebti, 2011). Il n’est donc pas étonnant d’observer une 

activation de ERK1/2 dans nos modèles cellulaires. Mais alors comment expliquer que cette 

activation de ERK1/2 soit plus importante dans notre modèle de MEF DKO exprimant cIAP1 ? Un 

rôle de cIAP1 dans la régulation de l’activité de H-Ras a déjà été décrit par mon équipe de recherche, 

notamment, comme cela a été décrit précédemment, cIAP1 permet l’activation de cdc42. Une 

hypothèse possible serait que le binôme cIAP1/TRAF2 soit impliqué dans d’autres voies induites par 

H-Ras et en particulier la voie de signalisation RAF/MEK/ERK, régulant ainsi l’activation de ERK1/2. 

Le tramétinib est un inhibiteur de MEK1 et 2, bloquant ainsi l’activation des ERK1 et 2. Son 

utilisation dans nos modèles de MEF DKO exprimant cIAP1 ou le mutant cIAP1ΔBIR1 inhibe 

indifféremment la croissance tumorale dans nos deux modèles. La voie MEK/ERK est nécessaire à 

l’activité oncogénique de HRas-V12 (Berndt, Hamilton et Sebti, 2011), par contre, l’activité 

promotrice de tumeur du binôme cIAP1/TRAF2 est indépendante de l’activation des MAPK ERK1/2.  

3. La voie de signalisation NF-κB canonique  

Comme décrit précédemment, la voie de signalisation canonique de NF-κB est active dans 

le modèle de MEF DKO exprimant cIAP1, mais pas dans les modèles de MEF DKO ou DKO 

exprimant les mutants de cIAP1 incapables de lier TRAF2. La voie de signalisation canonique de 

NF-κB joue un rôle crucial dans les mécanismes d’inflammation. La stimulation de nombreux 

récepteurs, de la famille du TNFR ou des PRR par exemple, mène à son activation. Elle induit 

l’expression de gènes impliqués dans les processus de survie, de prolifération et de différenciation 

cellulaire. Les mécanismes de cette voie ont été présentés dans la partie IV.B.1 de l’introduction. 
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cIAP1 et TRAF2 sont impliquées directement dans la régulation de la voie de signalisation NF-κB, 

et en particulier au niveau du TNFR1. Elles sont recrutées au niveau du TNFR1 dans un complexe 

protéique, permettant à cIAP1 d’induire l’ubiquitination de RIPK1, provoquant la mise en place de la 

voie canonique de NF-κB (Dumétier, Zadoroznyj et Dubrez, 2020). Il n’est donc pas étonnant 

d’observer une activation de cette voie en présence de cIAP1 dans nos modèles. Une activation 

excessive de cette voie est associée avec un développement tumoral accru, décrit précédemment 

dans la partie II.A de la discussion. Il est donc probable que les propriétés oncogéniques du binôme 

cIAP1/TRAF2 passe par l’activation de la voie NF-κB canonique. 

Dans nos observations, aucun récepteur n’a été stimulé. Une hypothèse possible pouvant 

expliquer ces résultats porte sur l’agrégation de TRAF2. cIAP1 et TRAF2 interagissent ensemble 

dans le cytoplasme indépendamment de la stimulation de récepteurs (Shu, Takeuchi et Goeddel, 

1996). Nos résultats ont démontré la formation d’agrégats de TRAF2 en présence de cIAP1. De 

plus, l’étude de l’interactome de TRAF2 a mis en évidence l’interaction accrue de TRAF2 avec des 

acteurs de la voie NF-κB, en présence de cIAP1. Il est donc possible que ces agrégats puissent être 

suffisants pour induire l’ubiquitination de RIP1 et la formation des plateformes de signalisation, 

conduisant à l’activation de la voie canonique de NF-κB, malgré l’absence de stimulation des 

récepteurs, et pourrait ainsi stimuler la croissance tumorale. 

4. La voie de signalisation NF-κB non canonique  

 L’étude de la voie non canonique de NF-κB dans nos modèles de MEF a mis en évidence 

une activation importante de cette voie lorsque cIAP1 et cIAP2 sont déplétées. De plus, la 

restauration de cIAP1 inhibe l’activation de cette voie. Ces résultats ne sont pas inattendus. Cette 

voie est activée principalement par la protéine NIK. En absence de stimulation, cette voie est inhibée 

par cIAP1 et 2. TRAF3 se lie à NIK et recrute TRAF2 qui permet la liaison de cIAP1 et cIAP2. Cette 

proximité entre NIK ainsi que cIAP1 et 2 conduit à l’ubiquitination dégradative de NIK par cIAP1 et 

2, inhibant ainsi la voie de signalisation non canonique de NF-κB. La stimulation des récepteurs de 

la famille du TNFR ne possédant pas de domaine de mort tels que le TNFR2, CD40 ou BAFF-R 

provoque le recrutement du complexe cIAP1-cIAP2-TRAF2-TRAF3 à la membrane, libérant ainsi 

NIK et menant à l’activation de la voie NF-κB non canonique (Dumétier, Zadoroznyj et Dubrez, 

2020).  

 De manière surprenante, l’expression d’un mutant de cIAP1 n’arborant pas de domaine BIR1 

accroît l’inhibition de cette voie de signalisation. En absence du domaine BIR1, cIAP1 ne peut pas 

s’associer à TRAF2 et ne peut donc pas être recrutée au niveau de NIK afin d’induire sa dégradation. 

Alors comment expliquer que le mutant de cIAP1ΔBIR1 puisse inhiber l’activation de la voie NF-κB 

non canonique ? Notre hypothèse repose sur les travaux de l’équipe de Wright. Cette dernière a 

démontré que NIK possédait un motif IBM reconnu par le domaine BIR2 de cIAP1. NIK peut donc 

directement interagir avec le domaine BIR2 de cIAP1. Ceci stabilise le complexe et est nécessaire 
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à l’ubiquitination et la dégradation de NIK par cIAP1 (Lee et al., 2014). Notre hypothèse est donc 

qu’en absence du domaine BIR1, le domaine BIR2 de cIAP1 est plus facilement accessible pour 

NIK, favorisant ainsi l’interaction entre cIAP1 et NIK et menant à la dégradation de ce dernier, 

inhibant ainsi la voie non canonique de NF-κB. Il serait donc très intéressant d’inhiber le protéasome 

afin d’étudier le recrutement de NIK au niveau du mutant cIAP1ΔBIR1 afin de confirmer notre 

hypothèse.  

La suractivation de la voie non canonique de NF-κB peut être associée avec un 

développement tumoral accru comme cela a été démontré dans le myélome multiple (Keats et al., 

2007). L’équipe de Fulda a observé en 2006 que le SMAC mimétique BV6, utilisé à des 

concentrations non toxiques, stimule l’élongation, la migration et l’invasion de cellules de 

glioblastomes, dépendamment de l’activation de la voie NF-κB non canonique (Tchoghandjian et al., 

2013). Gardam et al. ont aussi démonté en 2011 que la déplétion de cIAP1 et cIAP2 provoquait une 

suractivation de la voie NF-κB non canonique dans des lymphocytes B, favorisant ainsi la survie 

cellulaire (Gardam et al., 2011). Nous aurions donc pu nous attendre à une croissance tumorale 

accrue dans notre modèle de MEF DKO. Pourtant, la croissance tumorale de ce modèle est bien 

plus faible que celle du modèle de MEF DKO exprimant cIAP1, suggérant que la voie NF-κB non 

canonique n’est pas impliquée dans les processus de croissance tumorale de nos modèles. 

5. L’interaction cIAP1/TRAF2 régule l’activation de STAT3 

Une surexpression des gènes cibles de NF-κB dans notre modèle de MEF DKO exprimant 

cIAP1 a été observée en comparaison des MEF DKO exprimant cIAP1ΔBIR1. Ces résultats ne sont 

pas surprenants, la voie canonique de NF-κB étant plus active dans le modèle de MEF DKO 

exprimant cIAP1. L’activation de cette voie mène à la translocation de NF-κB dans le noyau, afin de 

promouvoir l’expression de gènes anti-apoptotiques, permettant aux cellules d’échapper aux 

mécanismes de stress induits par la réponse inflammatoire par exemple. Il est donc fortement 

probable que l’activité oncogénique du binôme cIAP1/TRAF2 soit dépendante de la surexpression 

de ces gènes cibles. NF-κB induit aussi l’expression d’une grande variété de cytokines impliquées 

dans la réponse immunitaire telles que le TNFα ou l’IL-6. Une surexpression de l’IL-6 a été justement 

observée dans nos MEF DKO exprimant cIAP1 mais pas dans les MEF DKO exprimant le mutant 

cIAP1ΔBIR1. L’inhibition de la voie NF-κB par le BAY-11-7082 inhibe cette surexpression, 

démontrant l’implication de NF-κB dans la surexpression de l’IL-6. De plus, une corrélation a été 

observée entre l’expression de cIAP1 et l’expression de l’IL-6 dans les cancers du poumon, du sein 

et de la thyroïde, suggérant un rôle de l’IL-6 dans les propriétés oncogéniques de cIAP1/TRAF2. 

La voie de signalisation de l’IL-6 passe par l’activation des protéines STAT3 et JAK et 

favorise l’expression de gènes de survie et de prolifération. Son hyperactivation est retrouvée dans 

de nombreux cancers et est associée à un mauvais pronostic et à la formation de métastases 

(Johnson, O’Keefe et Grandis, 2018). La signalisation induite par l’IL-6 est médiée par deux voies 
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de signalisation différentes : la voie classique et la voie trans. Dans la voie classique, l’IL-6 est 

reconnue par le récepteur membranaire IL-6R. Le complexe ainsi formé se lie ensuite à la sous-

unité gp130 du récepteur à l’IL-6, menant à la formation d’un complexe hétéro-hexamérique, 

composé de deux molécules d’IL-6, d’IL-6R et de gp130. Dans la voie trans, l’IL-6 ne se lie pas au 

récepteur membranaire IL-6R mais au récepteur soluble sIL-6R qui s’associe ensuite avec la sous-

unité gp130. L’expression de la sous-unité gp130 est ubiquitaire, à l’inverse du récepteur 

membranaire IL-6R, dont l’expression est beaucoup plus limitée. Le récepteur soluble sIL-6R permet 

donc à l’ensemble des cellules de répondre à l’IL-6. Les protéines JAK1 et JAK2 sont ensuite 

recrutées au niveau du gp130 et s’activent par autophosphorylation. Ces deux protéines induisent 

ensuite la phosphorylation de gp130, permettant le recrutement de STAT3 sur gp130. STAT3 est 

ensuite phosphorylée par JAK1 et 2, menant à sa dimérisation et à sa translocation dans le noyau 

provoquant la transcription des gènes cibles de STAT3 (Johnson, O’Keefe et Grandis, 2018; Lokau 

et al., 2019) (Figure 36). 

 

Figure 36 : La voie de signalisation classique de l’IL-6. 1. L’IL-6 est reconnu par le récepteur membranaire 

IL-6R. 2. Ce dernier interagit ensuite avec la sous-unité gp130 afin de former un complexe hétéro-hexamérique 

composé de deux molécules d’IL-6, de l’IL-6R et de gp130. 3. Les protéines JAK1 et 2 sont recrutées au 

niveau de gp130. 4. Elles s’activent par autophosphorylation puis induisent la phosphorylation de gp130. 5. 

Cette dernière peut ainsi recruter STAT3. 6. STAT3 est à son tour activée par phosphorylation par JAK1 et 2. 

7. STAT3 peut ainsi se dimériser. 8. Ce dimère est ensuite transloqué dans le noyau afin de provoquer la 

transcription de gènes cibles. 

Dans le modèle de MEF DKO surexprimant cIAP1, l’activation constitutive de STAT3 et de 

JAK2 est plus importante que dans les modèles DKO et DKO exprimant le mutant cIAP1ΔBIR1. De 
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la même manière, la déplétion de TRAF2 ou l’inhibition de NF-κB, dans le modèle de MEF DKO 

exprimant cIAP1, inhibe l’activation de STAT3. Le traitement de MEF DKO avec un anticorps 

neutralisant l’IL-6 n’a aucun effet, alors que sur les MEF DKO exprimant cIAP1, il inhibe fortement 

la phosphorylation de STAT3. Des résultats similaires ont aussi été obtenus dans des A549 dans 

lesquelles la déplétion de cIAP1 ou TRAF2 inhibe l’activation constitutive de STAT3 et JAK2. 

L’activation de la voie NF-κB canonique dépendante de l’interaction entre cIAP1 et TRAF2 provoque 

donc la synthèse d’IL-6. Cette dernière est sécrétée et active de manière autocrine les voies de 

signalisation de l’IL-6, provoquant l’activation de JAK2 et de STAT3. Ce système pourrait être 

impliqué directement dans les propriétés oncogéniques de cIAP1.  

L’inhibition de STAT3 par le niclosamide diminue la croissance tumorale des MEF DKO 

cIAP1 leur faisant perdre leur avantage prolifératif par rapport aux MEF DKO exprimant le mutant 

cIAP1ΔBIR1. Le niclosamide n’a en revanche aucun effet sur ces dernières. De plus, la déplétion 

de STAT3 par un siRNA inhibe la croissance des MEF DKO exprimant cIAP1 mais n’a aucun effet 

sur les MEF DKO. Les propriétés oncogéniques de l’interaction entre cIAP1 et TRAF2 sont donc 

bien dépendantes de l’activation de STAT3. De plus, une corrélation a été observée entre 

l’expression de l’IL-6 et cIAP1 dans les tumeurs sous-cutanées, à la suite d’une injection des MEF 

cIAP1 dans notre modèle de xénogreffe (non montré). L’hyperactivation de STAT3 par l’IL-6 a été 

associée à la formation de métastases et à une croissance tumorale accrue (Johnson, O’Keefe et 

Grandis, 2018). De plus, l’activation autocrine de la voie IL-6 a été décrite comme un événement 

impliqué dans les processus de tumorigénèse (Grivennikov et Karin, 2008). Il est donc probable que 

la régulation de la synthèse d’IL-6 décrite précédemment soit impliquée dans ces processus. 

L’utilisation d’inhibiteurs de l’IL-6 in vivo pourrait permettre de le confirmer.  

 Nous avons observé que le GDC-0152 est capable de bloquer l’activation de STAT3 dans 

des cellules A549 cultivées en présence d’un excès d’IL-6, suggérant que cIAP1 puisse aussi 

directement contrôler la voie STAT3 indépendamment de la production d’IL-6 (Figure 37). Il n’y a 

actuellement aucune étude qui a mis en avant un rôle de cIAP1 dans cette voie de signalisation. En 

revanche, l’équipe de So a démontré que TRAF2 pouvait se lier à gp130, afin d’inhiber la 

phosphorylation activatrice de JAK et bloquer ainsi l’activation de STAT3. Ils n’ont en revanche pas 

étudié le rôle de cIAP1 dans ce processus (Nagashima et al., 2016; Kimura et al., 2018). Notre 

hypothèse est donc que cIAP1, en se liant à TRAF2, empêche le recrutement de TRAF2 sur gp130, 

levant ainsi l’inhibition de la voie de l’IL-6. L’inhibition de cIAP1 libère donc TRAF2, facilitant ainsi 

son recrutement au niveau du gp130. Afin de confirmer cette hypothèse, il serait intéressant dans 

un premier temps de confirmer l’implication de cIAP1 en utilisant des siRNA ciblant cIAP1, plutôt 

que le GDC-0152. Il pourrait ensuite être intéressant d’effectuer des expériences de PLA (Proximity 

Ligation Assay) entre TRAF2 et gp130 en présence ou non de cIAP1.  
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Figure 37 : Effet du GDC sur la voie de l’IL-6 dans les cellules A549. Les cellules A549 ont été traitées 

avec de l’IL-6 à 25 ng/mL pendant 24h et/ou du GDC0152 à 5 μM de 15 minutes à 6h. Le niveau d’activation 

de la voie IL-6 a été ensuite analysé par Western Blot. GAPDH a été utilisée comme contrôle de charge. 

D. Récapitulatif des propriétés oncogéniques du binôme 

cIAP1/TRAF2 

Les résultats obtenus sur ce projet de recherche ont permis d’étudier précisément les 

propriétés oncogéniques de cIAP1/TRAF2 dans un modèle de MEF transformées avec l’oncogène 

H-Ras V12. Un rôle de cIAP1 dans l’activité de cdc42 avait déjà été observé par mon équipe de 

recherche dans ce modèle. Nous avons ici mis en évidence le rôle du binôme cIAP1/TRAF2 dans 

l’activation des MAPK ERK1/2 médiée par H-Ras, ainsi que dans l’activation de NF-κB menant à la 

sécrétion d’IL-6 et l’activation de STAT3. De plus, nos résultats ont démontré pour la première fois 

l’implication de STAT3 dans les propriétés oncogéniques de cIAP1 (Figure 38). 

 

Figure 38 : Rôle de cIAP1/TRAF2 dans le modèle de MEF transformées avec H-Ras V12. H-Ras stimule 

l’activation de cdc42 et ERK1/2. La stimulation de cdc42 est dépendante de cIAP1 et stimule la formation de 
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métastases. La stimulation de ERK1/2 est en partie dépendante de cIAP1/TRAF2 et stimule la croissance 

tumorale. cIAP1/TRAF2 stimule la voie canonique de NF-κB, provoquant la production d’IL-6, l’activation de 

STAT3 et favorisant ainsi la croissance tumorale. 

Par la suite, il serait nécessaire de confirmer l’implication de l’IL-6 dans les propriétés 

oncogéniques de cIAP1/TRAF2 dépendantes de STAT3. Nous avons observé une interaction 

potentielle de TRAF2 avec le récepteur à l’EGF. Il serait important de confirmer cette interaction et 

d’étudier l’implication de cIAP1/TRAF2 dans les voies de signalisation médiées par l’EGF. 

L’agrégation de TRAF2 par le domaine BIR1 stimule la croissance tumorale. Il serait donc 

nécessaire d’étudier en profondeur les mécanismes cellulaires impliqués. De plus, il serait pertinent 

d’analyser précisément le rôle de cIAP1 dans les processus d’invasion cellulaire médiés par cdc42. 

Il pourrait aussi être très intéressant d’étudier le rôle des fonctions nucléaires de cIAP1 dans son 

activité oncogénique, et d’étudier l’implication de TRAF2 dans ces fonctions nucléaires. Il serait aussi 

important de déterminer si nos observations sont généralisables à d’autre modèles cellulaires. 
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III. Le rôle de cIAP1 et TRAF2 dans la fibrose pulmonaire et la 

signalisation médiée par le TGF-β  

Une analyse in sillico, réalisée à partir d’une puce à ADN publique (GSE110147), a démontré 

une surexpression significative de cIAP1 et 2 ainsi que XIAP dans des poumons de patients atteints 

de FPI, comparé à des fractions de poumons normaux bordant des poumons malades de patients 

atteints de cancer du poumon (Figure 39 A). À l’inverse, une diminution significative de l’expression 

de certains partenaires de cIAP1 est décrite dans les poumons malades (Figure 39 B). Au sein de 

l’équipe HSP-Pathies, l’équipe du professeur Bonniaud étudie le rôle des protéines de la famille des 

HSP dans le développement de la fibrose pulmonaire. Elle maîtrise parfaitement le modèle murin 

de fibrose pulmonaire induite à la bléomycine. L’étude de l’expression de cIAP1 et TRAF2 au sein 

de ce modèle (Figure 39 C) a confirmé la surexpression de cIAP1 et a mis en avant une 

surexpression de TRAF2. Du fait de ces résultats et la maîtrise du modèle de fibrose induite par la 

bléomycine au sein du laboratoire, ma thèse a donc également porté sur l’étude du rôle de cIAP1 et 

de son interaction avec TRAF2 dans la fibrose pulmonaire. 

 

Figure 39 : Surexpression de cIAP1 dans des échantillons de poumons fibrosés. A. Les expressions de 

cIAP1 et 2 ainsi que XIAP ont été comparées, entre des poumons de patients atteints de FPI et des fractions 

de poumons normaux bordant des poumons malades de patients atteints de cancer du poumon, à partir de la 

puce à ADN GSE110147. B. Les expressions de TRAF2, E2F1 et NIK ont aussi été analysées à partir de la 

même base de données. C. Les expressions de cIAP1 et TRAF2 dans des poumons de souris saines ou ayant 

développé une fibrose pulmonaire par injection de bléomycine ont été étudiées par RT-qPCR 

En 2016 dans une étude publiée dans American Journal of Respiratory Cell and Molecular 

Biology, Ashley et al. ont mis en avant la surexpression de XIAP ainsi que de cIAP1 et 2 dans le 

modèle murin de fibrose pulmonaire induite à la bléomycine. Ils ont démontré que l‘administration 
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du SMAC mimetique Debio 1143 inhibe le développement de la fibrose pulmonaire induite à la 

bléomycine. Ils ont expliqué cet effet par une inhibition de XIAP. Or le Debio 1143 est un SMAC 

mimétique monovalent possédant une affinité plus forte pour cIAP1 et 2 que XIAP (Figure 40). En 

effet, il présente un Ki (constante d’inhibition) pour les domaines BIR3 de cIAP1 et cIAP2 de 

respectivement 1,9 et 5,1 nM, alors qu’il n’est que de 66,4 nM pour XIAP (Selleck Chemicals, 

Houston, États-Unis). De plus, il a été démontré qu’il induisait la dégradation de cIAP1 (Liu et al., 

2014; Thibault et al., 2018). D’autre part, l’utilisation d’un modèle de souris KO pour XIAP n’a pas 

eu d’effet sur la fibrose pulmonaire induite à la bléommycine. En revanche, le développement de la 

fibrose a déclenché une surexpression de cIAP1 et 2 et l’utilisation de Debio 1143 sur ce modèle a 

inhibé le développement de la maladie. Ces résultats les ont amené à conclure qu’en absence de 

XIAP, un mécanisme de compensation médié par cIAP1 et 2 était mis en place (Ashley et al., 2016). 

Pourtant, ces résultats ne présentent aucune preuve d’un rôle de XIAP dans le développement de 

la fibrose pulmonaire, et tendent plutôt à mettre en évidence l’implication d’autres IAP dans cette 

pathologie. Il est donc tout à fait possible qu’une autre IAP inhibée par le Debio 1143, telle que 

cIAP1, soit directement impliquée dans le développement de la maladie. Notre hypothèse est donc 

que cIAP1 est impliquée dans le développement de la fibrose pulmonaire. 

A. Le GDC-0152 bloque le développement de la fibrose 

pulmonaire 

1. Le GDC-0152 inhibe l’apparition de la fibrose pulmonaire in 

vivo 

Le premier objectif de mes travaux de thèse a été de valider qu’un SMAC mimétique pouvait 

bloquer l’apparition de la fibrose pulmonaire, afin de valider le rôle des IAP dans cette dernière. Pour 

cela, l’effet du GDC-0152 dans l’apparition de la maladie a été étudié dans le modèle murin de 

fibrose pulmonaire induite à la bléomycine. Le GDC-0152 est un SMAC mimétique monovalent, 

possédant une forte affinité pour cIAP1 et 2 ainsi que XIAP (Ki de respectivement 17, 43 et 28 nM 

pour leur domaine BIR3 (Selleck Chemicals, Houston, États-Unis)) (Figure 37), couramment utilisé 

par notre équipe de recherche. Son utilisation in vitro et in vivo est parfaitement maîtrisée par mon 

équipe et il a donc été choisi pour la suite de ces travaux. 
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Figure 40 : Structure du GDC-0152 et du Debio 1143. 

La bléomycine a été injectée par voie intratrachéale à l’ensemble des souris. Elle provoque 

rapidement une phase inflammatoire durant laquelle différentes cytokines pro-inflammatoires vont 

être synthétisées, dont le TGF-β, et qui vont mener au développement de la fibrose pulmonaire 

(Khalil et O’Connor, 2008). Cette dernière commence à se développer en général au bout de 7 à 8 

jours. À partir du deuxième jour après l’injection de bléomycine, le GDC-0152 ou le tampon de 

préparation du GDC-0152 (NaCl 0,9% et DMSO) a été injecté à des concentrations de 7,5 ou 15 

mg/kg par voie intraveineuse tous les 2 jours jusqu’à l’euthanasie des souris, réalisée le 21ème jour 

(Figure 41 A). Le développement de la fibrose pulmonaire a été analysé de différentes manières. 

Dans un premier temps, un LBA (Lavage BronchoAlvéolaire) a été réalisé. Ce dernier n’est pas 

suffisant pour diagnostiquer la pathologie mais la présence de cellules dans le LBA est 

caractéristique du développement de la fibrose (Pesci et al., 2010). Un comptage cellulaire a été 

réalisé sur ces prélèvements et de façon très intéressante, le GDC-0152 diminue de manière dose 

dépendante l’infiltration cellulaire du LBA. L’effet à une concentration de 15 mg/kg est 

statistiquement significatif. (Figure 41 B).  

Le dépôt excessif de collagène est un des principaux marqueurs du développement de la 

fibrose pulmonaire. Un moyen efficace d’évaluer le développement de la maladie est donc de 

quantifier le collagène présent dans les poumons. Les poumons ont donc été récupérés et le 

collagène a été dosé de deux manières différentes : par Sircol, un réactif composé entre autres de 

rouge Sirius permettant la coloration en rouge et la précipitation du collagène, et par une coloration 

de coupe de poumons au rouge Sirius. Les deux méthodes de dosage montrent une diminution 

significative du taux de collagène chez les souris traitées au GDC-0152 à 15 mg/kg en comparaison 

du groupe contrôle. Dans le groupe de souris traitées avec du GDC-0152 à 7,5 mg/kg l’effet est en 

revanche moins important. Dans ce groupe, deux populations de souris se dessinent : une 

population répondant au traitement (entourée en vert) et une seconde ne semblant pas du tout y 

répondre (entourée en bleu) (Figure 41 C et D).  

 Afin d’étudier plus précisément l’effet du GDC-0152 à 15 mg/kg sur l’apparition de la 

maladie, la quantité des protéines α-SMA et PAI-1 a été étudiée par Western Blot sur les échantillons 
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de poumon. PAI-1 est l’un des principaux inhibiteurs de la fibrinolyse. Son expression favorise le 

développement de la fibrose pulmonaire en facilitant l’accumulation de composants de la matrice 

extracellulaire dont le collagène. La protéine α-SMA est, quant à elle, un marqueur cellulaire des 

myofibroblastes matures, dont la présence persistante et excessive est une des principales causes 

du développement de la fibrose pulmonaire, provoquant l’accumulation incontrôlée de composants 

de la matrice extracellulaire, comme cela a été décrit dans la partie V.G de l’introduction. Ces deux 

protéines sont donc des marqueurs du développement de la fibrose pulmonaire et sont en général 

surexprimées durant le développement de cette dernière (Fernandez et Eickelberg, 2012). 

Premièrement, le GDC-0152 provoque bien la dégradation de cIAP1 dans la plupart des 

souris mais n’a pas d’effet sur la quantité de XIAP. Deuxièmement, il diminue fortement la quantité 

de PAI-1 et surtout d’α-SMA retrouvée chez les souris non traitées. Le GDC-0152 semble donc 

inhiber la différenciation des cellules pulmonaires en myofibroblastes et pourrait ainsi inhiber 

l’apparition de la maladie. Une souris n’a pas du tout répondu au GDC-0152 (encadré en rouge). En 

effet, la quantité de cIAP1 n’est pas diminuée en présence de GDC-0152 (Figure 41 E). De manière 

très intéressante, cette souris présente un taux très élevé de collagène, détecté par les deux 

méthodes de dosage (entouré en rouge) (Figure 41 C et D). On observe une corrélation significative 

entre le taux de cIAP1 et la quantité de collagène, ce qui conforte l’hypothèse que cIAP1 puisse être 

impliquée dans l’apparition de la maladie (Figure 41 F).  

Ces résultats ont permis de confirmer que l’utilisation d’un SMAC mimétique, ici le GDC-

0152, diminue fortement l’apparition de la fibrose pulmonaire induite par la bléomycine chez la 

souris. Malheureusement, lorsque des patients sont diagnostiqués pour une fibrose pulmonaire, 

cette dernière est déjà développée. Le GDC-0152 a ici été injecté très tôt après l’injection de la 

bléomycine, donc bien avant le développement de la fibrose pulmonaire. Les résultats obtenus 

précédemment permettent donc de mettre en avant un effet du GDC-0152 sur l’apparition de la 

maladie, mais ne sont pas suffisants pour conclure sur un potentiel effet curatif de ce traitement.  
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Figure 41 : Le GDC-0152 inhibe l’apparition de la fibrose pulmonaire. A. De la bléomycine à 1,5 mg/kg a 

été injectée en intratrachéal à l’ensemble des souris C57BL/6. Deux jours après l’injection de bléomycine, les 

souris sont divisées en 5 groupes : le premier reçoit en intraveineuse du GDC-0152 à 7,5 mg/kg (GDC 7,5), 

le second du GDC à 15 mg/kg (GDC 15), le troisième du NaCl à 0,9% (NT) et les deux derniers du NaCl 0,9% 

combiné à la concentration DMSO utilisé pour le GDC (DMSO 7,5 et DMSO 15). Les injections pour chaque 

groupe sont réalisées tous les deux jours. Les souris ont été euthanasiées le 21Ième jour. B. Les cellules 
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présentes dans les lavages bronchoalvéolaires ont été comptées pour chaque souris. C et D. Le collagène 

présent dans les poumons des souris a été évalué par Sircol (C) et rouge Sirius (D). E. Certaines protéines 

de la famille des IAP (cIAP1, cIAP2 et XIAP), TRAF2 ainsi que PAI-1 et α-SMA ont été analysées par Western 

Blot dans les poumons des souris DMSO 15 et GDC 15. L’HSC70 et la β-actine ont été utilisées comme 

contrôle de charge. F. Les niveaux relatifs de cIAP1 et d’α-SMA ont tous les deux été évalués par une analyse 

densitométrique des Western Blot. Une étude corrélative entre le niveau de cIAP1 et la quantité de collagène 

a été ensuite réalisée. Le test de Student a été utilisé pour les analyses statistiques. 

2. Le GDC-0152 possède un effet curatif sur le développement 

de la fibrose pulmonaire in vivo 

Afin d’analyser l’effet thérapeutique du GDC-0152, une nouvelle expérience in vivo a été 

réalisée. Une partie des souris a été injectée avec de la bléomycine, l’autre partie a été utilisée 

comme contrôle négatif. Le traitement au GDC-0152 a été fixé à 15 mg/kg, correspondant à la dose 

optimale observée précédemment, et celui-ci a commencé à partir du 9ème jour, lorsque la fibrose 

est déjà installée (Figure 42 A). Au 21ème jour, les souris ont été euthanasiées et les poumons ont 

été récupérés afin de doser le collagène par Sircol et coloration au rouge Sirius. Le dosage au Sircol 

montre que la bléomycine provoque bien une forte augmentation de la quantité de collagène, liée à 

un développement de la fibrose pulmonaire. Le GDC-0152 inhibe fortement l’augmentation de la 

quantité de collagène, et maintient même cette quantité quasiment au niveau du contrôle négatif, 

excepté pour une souris (entourée en rouge) (Figure 42 B). Ces résultats sont confirmés par la 

coloration au rouge Sirius. Le marquage est beaucoup plus important chez les souris ayant reçu 

uniquement l’injection de bléomycine comparé aux souris traitées avec le GDC-0152 (Figure 42 C). 

Le GDC-0152 présente donc aussi un effet curatif sur le développement de la fibrose pulmonaire. 

L’effet du GDC-0152 a aussi été analysé par Western Blot. Comme attendu, le GDC-0152 

provoque aussi la dégradation de cIAP1, excepté pour une souris (entourée en rouge) qui, de 

manière intéressante, correspond à la souris présentant un fort taux de collagène observé 

précédemment. Les quantités de PAI-1 et d’α-SMA sont aussi sensiblement diminuées par le GDC-

0152, démontrant la capacité de ce dernier à inhiber le développement de la fibrose pulmonaire. Cet 

effet n’est en revanche pas observé pour la souris présentant un fort taux de cIAP1 (Figure 42 D). 

Nous retrouvons une corrélation significative entre le taux de cIAP1 et la quantité de collagène 

(Figure 42 E). 

Ces résultats prouvent donc que le GDC-0152 présente un effet curatif sur la fibrose 

pulmonaire et que les IAP jouent un rôle dans le développement de cette dernière.  
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Figure 42 : Le GDC-0152 inhibe efficacement le développement de la fibrose pulmonaire. A. De la 

bléomycine à 1,5 mg/kg ou du NaCl 0,9 % a été injecté en intratrachéal à des souris C57BL/6. Neuf jours 

après ces injections, les souris ayant reçu de la bléomycine sont divisées en 3 groupes : le premier reçoit en 

intraveineuse du GDC-0152 à 15 mg/kg (Bléo GDC), le second du NaCl à 0,9% (Bléo NaCl) et le dernier du 

NaCl 0,9% combiné à la concentration de DMSO utilisée pour le GDC (Bléo DMSO). Les injections pour 

chaque groupe sont réalisées tous les deux jours. Les souris ont été euthanasiées le 21Ième jour. B et C. Le 

collagène présent dans les poumons des souris a été évalué par Sircol (B) et rouge Sirius (C). D. cIAP1, 

TRAF2 ainsi que PAI-1 et α-SMA ont été analysées par Western Blot dans les poumons des souris des 

groupes Bléo DMSO et Bléo GDC. L’HSC70 a été utilisée comme contrôle de charge. E. Le niveau relatif de 

cIAP1 a été évalué par une analyse densitométrique des Western Blot. Une étude corrélative entre le niveau 

de cIAP1 et la quantité de collagène a été ensuite réalisée. Le test de Student a été utilisé pour les analyses 

statistiques. 

B. Le TGF-β provoque la surexpression de cIAP1 

Les données précédentes nous ont poussé à nous demander de quelle manière les IAP, et 

en particulier cIAP1, affectent le développement de la fibrose pulmonaire. Un des principaux acteurs 

du développement de cette maladie est le TGF-β. Par exemple, les protéines PAI-1 et α-SMA sont 

principalement synthétisées en réponse à une stimulation au TGF-β (Fernandez et Eickelberg, 

2012). Son action dans cette pathologie a été développée dans la partie V.G de l’introduction. Nous 
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avons donc émis l’hypothèse que cIAP1 pouvait être surexprimée en réponse au TGF-β et pourrait 

ainsi réguler les processus cellulaires induits par ce dernier. 

Afin de répondre à l’hypothèse émise précédemment, le premier objectif a été d’analyser 

l’expression de cIAP1 en réponse au TGF-β. Les expressions de certaines IAP en réponse au TGF-

β ont été étudiées dans les cellules A549 après 24 et 48h de traitement. La lignée cellulaire A549 

est une lignée d’adénocarcinome pulmonaire humaine couramment utilisée au sein du laboratoire. 

Sa réponse au TGF-β est parfaitement connue par notre équipe de recherche et elle a donc été 

choisie pour la réalisation de ce projet. L’apparition de PAI-1 a été utilisée comme contrôle de 

l’activation des voies de signalisation du TGF-β. Une augmentation significative du taux de cIAP1 a 

été détectée après 48h de traitement mais pas de cIAP2 et XIAP. La quantité de cIAP2 diminue 

même en réponse au TGF-β (Figure 43 A et B). Une surexpression de cIAP1 est aussi observée en 

réponse au TGF-β après 24h de traitement par immunofluorescence (Figure 43 C). Ces résultats 

ont été confirmés par marquage immunohistochimique de cIAP1, sur des coupes de poumons de 

souris développant une fibrose pulmonaire induite par une surexpression transitoire de TGF-β, 

fournies par l’équipe du professeur Bonniaud. Les poumons malades présentent une forte 

surexpression de cIAP1 en comparaison des poumons sains (Figure 43 D).  

Ces résultats mettent donc en avant une surexpression de cIAP1 au niveau génique mais 

aussi protéique, qui n’est pas observé pour les autre IAP, en réponse au TGF-β. 

 

Figure 43 : Le TGF-β induit la surexpression de cIAP1. A. Les expressions de cIAP1, cIAP2, XIAP, PAI-1 

et TRAF2 ont été contrôlées par Western Blot dans des cellules A549 traitées ou non avec du TGF-β à 5 

ng/mL pendant 48h. L’HSC70 a été utilisée comme contrôle de charge. B. Le niveau de cIAP1 a été évalué 

par une analyse densitométrique des Western Blot (n=5). C. La protéine cIAP1 (marquage rouge) a été 
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analysée par immunofluorescence dans des A549 traitées ou non pendant 24h avec du TGF-β à 5 ng/mL. Les 

noyaux sont colorés au DAPI (bleu). D. Un marquage immunohistochimique de cIAP1 a été réalisé sur des 

coupes de poumons de souris contrôle ou ayant développé une fibrose pulmonaire par surexpression du TGF-

β (TGF-β). Le test de Student a été utilisé pour les analyses statistiques. 

C. Le binôme cIAP1/TRAF2 régule les processus biologiques 

médiés par le TGF-β 

1. cIAP1 et TRAF2 régulent l’activité du TGF-β 

Actuellement, aucun article de recherche n’a décrit un rôle de cIAP1 dans les processus 

cellulaires médiés par le TGF-β (présentés dans la partie V de l’introduction). Pourtant, les résultats 

précédents suggèrent un rôle de cIAP1 dans ceux-là. L’objectif suivant a donc été d’analyser le rôle 

de cIAP1 dans ces processus cellulaires.  

Afin d’étudier cela, le SMAC mimétique GDC-0152 a été utilisé sur les cellules A549. Ce 

dernier provoque bien la dégradation de cIAP1 mais n’a pas d’effet sur les quantités de cIAP2 et 

XIAP (Figure 44 A). Après 48h de traitement, la combinaison du GDC-0152 avec le TGF-β inhibe 

l’augmentation des taux de PAI-1 et d’α-SMA observés avec un traitement au TGF-β seul (Figure 

44 B). De plus, des expériences de migration en « Transwell » ont confirmé l’action du GDC-0152, 

ce dernier inhibant la migration cellulaire induite par le TGF-β (Figure 44 C). Les SMAC mimétiques 

peuvent se lier à XIAP et inhiber son activité sans induire sa dégradation (Bai, Smith et Wang, 2014). 

Il était donc nécessaire de confirmer que les effets observés étaient dépendants de cIAP1. Pour 

cela, les cellules A549 ont été traitées avec un siRNA ciblant cIAP1 suivi d’un traitement au TGF-β. 

De la même manière que le GDC-0152, la perte de cIAP1 provoquée par le siRNA inhibe de manière 

significative l’accroissement du taux de PAI-1 et d’α-SMA en réponse au TGF-β (Figure 44 D, E et 

F).  

TRAF2 est le partenaire principal de cIAP1, comme cela a été décrit précédemment dans 

l’introduction. Il était donc pertinent d’analyser le rôle de TRAF2 sur ces processus cellulaires. De 

façon très intéressante, l’inhibition de TRAF2 par un siRNA inhibe aussi de manière significative 

l’augmentation de PAI-1 et d’α-SMA. De plus, l’inhibition de TRAF2 diminue aussi le taux de cIAP1, 

ce qui pourrait s’expliquer par une inhibition de l’activation des voies du TGF-β, bloquant ainsi la 

surexpression de cIAP1 (Figure 44 D, E et F). TRAF2 régule donc aussi les processus cellulaires 

médiés par le TGF-β. 

Ces résultats démontrent pour la première fois la capacité de cIAP1 à réguler les processus 

biologiques médiés par le TGF-β. Ils ont de plus mis en avant un rôle de TRAF2 dans l’activité du 

TGF-β. De ce fait, nous avons émis l’hypothèse que cIAP1 régule l’action du TGF-β par 

l’intermédiaire de son interaction avec TRAF2. 
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Figure 44 : La déplétion de cIAP1 inhibe les processus cellulaires médiés par le TGF-β. A. Les protéines 

de la famille des IAP (cIAP1, cIAP2 et XIAP) et TRAF2 ont été analysées par Western Blot dans des cellules 

A549 traitées ou non pendant 48h avec du TGF-β à 5 ng/mL et/ou du GDC-0152 à 5 μM. Le GDC-0152 a été 

ajouté 30 minutes avant le TGF-β. B. α-SMA et PAI-1, deux protéines synthétisées en réponse au TGF-β, ont 

aussi été analysées par Western Blot dans les mêmes conditions que précédemment. C. La migration de 

cellules A549 traitées pendant 48h avec du GDC-0152 à 5 μM et/ou du TGF-β à 5 ng/mL a été suivie par 

Transwell. Le GDC-0152 a été ajouté 30 minutes avant le TGF-β. D. L’effet du TGF-β, utilisé à 5 ng/mL pendant 

48h, sur des cellules A549 dont les expressions de cIAP1 ou TRAF2 ont été inhibées par des siRNA, a été 
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étudié par Western Blot. Pour l’ensemble des Western Blot, HSC70 a été utilisée comme contrôle de charge. 

E et F. Les niveaux de PAI-1 et α-SMA ont été évalués par une analyse densitométrique des Western Blot 

(n=4 pour PAI-1 et n=3 pour α-SMA). Le test de Student a été utilisé pour les analyses statistiques. 

2. L’action de cIAP1 sur les effets du TGF-β est dépendante de 

son interaction avec TRAF2 et de son activité E3 ubiquitine ligase 

cIAP1 et TRAF2 régulent ensemble de nombreuses voies de signalisation, comme cela a été 

présenté dans la partie IV de l’introduction. Il ne serait donc pas étonnant que les effets observés 

précédemment sur les processus cellulaires médiés par le TGF-β soient dépendants de leur 

interaction. Afin de confirmer cette hypothèse, le modèle de MEF immortalisées par l’oncogène H-

Ras V12 et DKO pour cIAP1 et cIAP2 et développé précédemment dans notre équipe a été utilisé. 

Ces dernières ont été traitées 24 et 48h avec du TGF-β. Comme attendu, le traitement des MEF WT 

provoque la synthèse de PAI-1 et α-SMA dès 24h et cet effet est accru à 48h. L’absence de cIAP1 

et cIAP2 dans les MEF DKO inhibe cet effet, confirmant les résultats obtenus sur la lignée cellulaire 

A549 (Figure 45 A). Dans le but d’analyser le rôle de l’interaction entre cIAP1 et TRAF2 dans ces 

effets, cIAP1 ou le mutant cIAP1 ΔBIR1, incapable d’interagir avec TRAF2, ont été surexprimés de 

façon transitoire dans les MEF DKO suivi d’un traitement de 48h au TGF-β. L’expression de cIAP1 

rétablit l’augmentation de PAI-1 et α-SMA en réponse au TGF-β, mais la déplétion de son domaine 

BIR1 et donc de son interaction avec TRAF2 inhibe cet effet (Figure 45 B). Ces résultats ont été 

confirmés dans les lignées MEF DKO exprimant de façon stable cIAP1 ou les mutants cIAP1ΔBIR1 

ou cIAP1-L47A, incapables d’interagir avec TRAF2 (Figure 45 C). L’effet de cIAP1 sur les processus 

cellulaires est donc bien dépendant de son interaction avec TRAF2, confirmant ainsi notre 

hypothèse. 

cIAP1 régule de nombreuses voies de signalisation par son activité E3 ubiquitine ligase 

comme cela a été décrit dans la partie IV de l’introduction. Son action sur les processus cellulaires 

médiés par le TGF-β pourrait donc aussi être dépendante de cette activité. Le rôle de cette dernière 

a été analysé en exprimant de façon transitoire le mutant de cIAP1 H588A dans le modèle de MEF 

DKO. Une mutation dans le domaine RING de l’histidine 588 en alanine, responsable de la 

coordination d’un atome de zinc nécessaire à l’intégrité de la structure, bloque son activité E3 

ubiquitine ligase (Yang et al., 2000). De la même manière que le mutant n’arborant pas le domaine 

BIR1, l’expression du mutant H588A, bloque l’effet de cIAP1 sur PAI-1 et α-SMA en réponse au 

TGF-β (Figure 45 B).  

L’action de cIAP1 sur l’activité du TGF-β est donc dépendante à la fois de son interaction 

avec TRAF2 et de son activité E3 ubiquitine ligase.  
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3. Le système ubiquitine/protéasome régule les processus 

cellulaires médiés par le TGF-β 

Un des principaux systèmes mettant en jeu les processus d’ubiquitination est le système 

ubiquitine/protéasome. La protéine jouant le rôle d’E3 ligase promeut l’ubiquitination, en général de 

type K48, de sa cible et promeut ainsi sa dégradation par le protéasome. Ce système a été introduit 

dans la partie II de l’introduction. Or, les résultats précédents démontrent que l’activité E3 ubiquitine 

ligase de cIAP1 joue un rôle dans la régulation de la signalisation du TGF-β. Il est donc tout à fait 

possible que cIAP1 induise l’ubiquitination de certains de ses partenaires et provoque ainsi leur 

dégradation afin de promouvoir la signalisation du TGF-β. Des cellules A549 ont été transfectées 

avec un siRNA ciblant cIAP1. Elles ont ensuite été traitées avec du TGF-β et/ou du MG132, un 

inhibiteur du protéasome, pendant 48h. De la même manière que le siRNA ciblant cIAP1, le MG132 

abolit l’augmentation de PAI-1 médiée par le TGF-β mais de manière plus importante que le siRNA. 

L’effet est même accru lorsque le MG1332 est combiné avec le siRNA ciblant cIAP1, démontrant un 

effet synergique entre les deux traitements. Les résultats obtenus ne permettent pas, en revanche, 

de déterminer si c’est un effet synergique additif ou potentialisateur (Figure 45 D).  

L’inhibition du protéasome bloque les processus cellulaires médiés par le TGF-β. Il est donc 

tout à fait possible que l’effet de cIAP1 soit dépendant du système ubiquitine/protéasome. Les 

résultats obtenus ne permettent pas en revanche d’assurer avec certitude un rôle de ce système 

dans les propriétés de cIAP1. Il serait par exemple nécessaire de surexprimer cIAP1, et démontrer 

que le MG132 est capable de bloquer l’effet de cette surexpression, afin de confirmer le rôle du 

système ubiquitine/protéasome dans l’action de cIAP1. 

L’ensemble de ces résultats montre donc que le rôle de cIAP1 sur la régulation de l’activité 

du TGF-β est dépendante de son interaction avec TRAF2 et de son activité E3 ubiquitine ligase.   
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Figure 45 : Le rôle de cIAP1 sur les processus biologiques médiés par le TGF-β est dépendant de son 

interaction avec TRAF2 et de son activité E3 ubiquitine ligase. A. Des MEF H-Ras V12 double KO pour 

cIAP1 et cIAP2 (DKO) ou non (WT) ont été traitées 24h ou 48h avec du TGF-β à 5 ng/mL. L’effet de ce dernier 

a été analysé par Western Blot. B. L’action du TGF-β, utilisé à 5 ng/mL pendant 48h, sur des MEF DKO 

surexprimant de façon transitoire cIAP1 ou des mutants de cIAP1 a été analysée par Western Blot. Le mutant 

ΔBIR1 ne peut pas interagir avec TRAF2 et le mutant H588A ne possède pas d’activité E3 ubiquitine ligase. 

C. La même analyse a été réalisée sur des lignées de MEF DKO exprimant de façon stable cIAP1 ou les 

mutants ΔBIR1 et L47A de cIAP1. Le mutant L47A possède une mutation bloquant son interaction avec 

TRAF2. D.  L’effet du MG132 à 1 μM, un inhibiteur du protéasome, sur les conséquences d’une stimulation au 

TGF-β à 5 ng/mL pendant 48h sur des A549 a été examiné par Western Blot. Ces dernières ont été 

préalablement transfectées avec un siRNA contrôle ou ciblant cIAP1. Le MG132 a été ajouté 30 minutes avant 

le TGF-β. L’HSC70 est utilisée comme contrôle de charge. 

D. cIAP1 régule les voies canoniques et alternatives du TGF-β 

1. cIAP1 est nécessaire à l’activation des MAPK et NF-κB par le 

TGF-β 

Le rôle de cIAP1 dans la régulation des processus cellulaires médiés par le TGF-β a été 

confirmé précédemment. Ces derniers sont médiés par les voies de signalisation canonique et 

alternatives du TGF-β (partie V.D de l’introduction). Par exemple, l’expression de PAI-1 et α-SMA a 

au départ été associée à la voie de signalisation canonique du TGF-β (Dennler et al., 1998; Hu, Wu 

et Phan, 2003). Or, il a aussi été montré que les voies de signalisation alternatives peuvent induire 

l’expression de ces protéines (C. Yang et al., 2007; Sebe et al., 2008). Nous avons donc émis 

l’hypothèse que cIAP1 était capable de réguler l’activation de voies de signalisation canonique ou 

alternatives du TGF-β. Pour analyser l’activation des voies alternatives du TGF-β, des cellules A549 
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ont été traitées pendant 48h avec du TGF-β et/ou du GDC-0152. Le TGF-β induit la phosphorylation 

activatrice des MAPK ERK1/2, JNK et p38 et cet effet est bloqué par le traitement au GDC-0152 

(Figure 46 A). Le TGF-β provoque aussi la phosphorylation de IκBα, menant à sa dégradation et à 

l’activation de NF-κB, et cette action est aussi inhibée par ce traitement (Figure 46 B). Le GDC-0152 

est donc capable de bloquer l’activation de certaines voies alternatives de signalisation médiées par 

le TGF-β. Afin de confirmer le rôle de cIAP1 sur cet effet, un siRNA ciblant cIAP1 a été utilisé, suivi 

d’un traitement au TGF-β. La déplétion de cIAP1 par ce siRNA diminue l’activation des MAPK 

ERK1/2, JNK et p38 en réponse au TGF-β (Figure 46 C). De plus, elle bloque aussi l’activation de 

la voie NF-κB (Figure 46 D).  

Ces résultats démontrent donc que cIAP1 est capable de réguler l’activation de plusieurs 

voies de signalisation alternatives du TGF-β.  

 

Figure 46 : cIAP1 régule l’activation des voies alternatives du TGF-β. A et B. L’activation des MAPK (JNK, 

p38 et ERK1/2) (A) et de NF-κB (B) a été observée par Western Blot dans des cellules A549 traitées avec du 

TGF-β à 5 ng/mL et/ou du GDC-0152 à 5 μM pendant 48h. Le GDC-0152 a été ajouté 30 minutes avant le 

TGF-β. C et D. Les mêmes protéines que précédemment ont été étudiées en réponse au TGF-β à 5 ng/mL 

pendant 48h dans des cellules A549 dont l’expression de cIAP1 a été inhibée par un siRNA. L’HSC70 et la β-

actine ont été utilisées comme contrôles de charge. 
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2. cIAP1 régule l’activation de la voie canonique du TGF-β 

Afin d’étudier la voie canonique du TGF-β, un fractionnement cytoplasme/noyau a été réalisé 

sur des cellules A549 traitées ou non au TGF-β et/ou du GDC-0152 pendant 48h. Le traitement au 

TGF-β accroît la translocation de SMAD2 et 4 dans le noyau. L’ajout du GDC-0152 inhibe en partie 

cette translocation. cIAP1 semble donc pouvoir aussi réguler la voie canonique du TGF-β (Figure 

47 A). Pour confirmer ces résultats, une cinétique courte de TGF-β, allant de 30 minutes et 6h a été 

réalisée, en présence ou non de GDC-0152. L’activation par phosphorylation de la protéine SMAD2 

à la suite d’une stimulation au TGF-β est rapide et est donc plus facilement observable à des temps 

de traitement courts (Xu, 2006). Le TGF-β provoque une forte augmentation de la phosphorylation 

de SMAD2 jusqu’à 1h puis diminue jusqu’à 6h. De manière très intéressante, le GDC-0152 ne 

bloque que très peu l’activation de la protéine SMAD2 à 30 minutes. En revanche, il diminue de 

manière significative cette activation à 1h et 3h. De plus, l’augmentation de la quantité de cIAP1 en 

réponse au TGF-β est détectée très tôt, dès 30 minutes, pouvant s’expliquer par une surexpression 

très rapide de cIAP1 en réponse au TGF-β (Figure 47 B et C). cIAP1 est donc aussi capable de 

réguler la voie canonique du TGF-β.  

L’ensemble de ces résultats démontre donc que cIAP1 régule à la fois la voie de signalisation 

canonique du TGF-β mais aussi les voies de signalisation alternatives de ce dernier.  
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Figure 47 : cIAP1 régule la voie de signalisation canonique du TGF-β. A. Un fractionnement 

cytoplasme/noyau a été réalisé sur des cellules A549 traitées ou non avec du TGF-β à 5 ng/mL et/ou du GDC-

0152 à 5 μM pendant 48h. La phosphorylation ainsi que la translocation dans le noyau de SMAD2 ont été 

analysées par Western Blot. E2F1 a été utilisée comme contrôle nucléaire et XIAP comme contrôle 

cytoplasmique. B. Une cinétique courte de TGF-β à 5 ng/mL, allant de 30 minutes à 6h, a été réalisée sur des 

cellules A549 préalablement traitées ou non avec du GDC-0152. La phosphorylation de SMAD2 a été analysée 

par Western Blot. L’HSC70 a été utilisée comme contrôle de charge. C. Le ratio pSMAD2/SMAD2 été quantifié 

par une analyse densitométrique des Western Blot (n=3). Le test de Student a été utilisé pour les analyses 

statistiques. 

E. cIAP1 interagit avec les récepteurs au TGF-β et régule leur 

quantité à la membrane 

cIAP1 et TRAF2 interagissent avec certains récepteurs de la famille du TNFR ou certains 

PRR afin de réguler leur signalisation. Ces effets ont été présentés dans la partie IV de l’introduction. 

De plus, les résultats précédents démontrent que cIAP1 est capable de réguler à la fois les voies de 

signalisation canonique et alternatives du TGF-β. De ce fait, nous avons émis l’hypothèse que cIAP1 

et TRAF2 étaient capable de réguler l’activité des récepteurs du TGF-β. Afin d’étudier cette 

hypothèse, une immunofluorescence avec un simple marquage de TRAF2 a été réalisée sur des 
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A549 traitées ou non avec du TGF-β pendant 1h, 24h ou 48h en présence ou non de GDC-0152. La 

stimulation pendant 1h des A549 provoque une accumulation de TRAF2 à la membrane. À 24 et 

48h, le marquage de TRAF2 est plus important mais est aussi plus diffus, n’étant pas retrouvé 

uniquement à la membrane. L’augmentation de la quantité de TRAF2 en réponse au TGF-β n’est 

pas observée en Western Blot. Ces résultats peuvent donc s’expliquer par une agrégation de TRAF2 

ou un changement de conformation exposant l’épitope reconnu par l’anticorps. Le co-traitement avec 

le GDC-0152 inhibe complètement ces effets. TRAF2 ne se trouve plus à la membrane après 1h de 

traitement et le marquage n’est pas accru à 24 et 48h. (Figure 48 A).  Ces résultats suggèrent que 

TRAF2 est rapidement recruté à la membrane plasmique en réponse au TGF-β et que cet effet est 

dépendant de cIAP1. 

Afin de démontrer une interaction entre le récepteur TGFBR2 et cIAP1, le récepteur TGFBR2 

a été surexprimé de façon transitoire dans des A549, couplé à un tag HA. Ces cellules ont ensuite 

été traitées ou non avec du TGF-β pendant 1h. Une co-immunoprécipitation du tag HA a été réalisée 

et les présences de cIAP1 et du TGFBR2 ont été analysées par Western Blot. Le TGFBR2 n’est 

quasiment pas détecté dans l’input, correspondant aux cellules non transfectées. Cela s’explique 

probablement par une expression trop faible en comparaison avec les cellules le surexprimant, 

rendant difficile sa détection en Western Blot. En absence de stimulation, cIAP1 n’est pas détectée 

mais à la suite d’une stimulation d’1h au TGF-β, elle est observée après co-immunoprécipitation. 

cIAP1 semble donc interagir avec le récepteur TGFBR2 après une stimulation au TGF-β (Figure 48 

B). Afin de confirmer ces résultats, une protéine GST-cIAP1 a été produite et une expérience de 

GST pull-down a été réalisée avec des lysats de A549 traitées ou non au TGF-β pendant 1h. Lorsque 

la protéine cIAP1-GST est incubée avec un lysat cellulaire non traité, le récepteur TGFBR2 n’est 

quasiment pas détecté. À l’inverse, le taux de TGFBR2 interagissant avec cIAP1 est bien plus 

important lorsque le GST-cIAP1 est incubé avec le lysat cellulaire traité 1h avec du TGF-β (Figure 

48 C). cIAP1 interagit donc avec le récepteur TGFBR2 à la suite d’une stimulation au TGF-β. 

Les résultats précédents ont démontré que cIAP1 interagit avec le TGFBR2 et régule la voie 

canonique du TGF-β 1h après stimulation par ce dernier. Une explication plausible pour expliquer 

ces résultats serait que cIAP1 est recrutée au niveau du TGFBR2 afin de favoriser le recyclage des 

récepteurs et accroître la réponse au TGF-β. Les mécanismes de recyclage des récepteurs ont été 

développés dans la partie V.E.1 de l’introduction. Le rôle de cIAP1 sur l’adressage du récepteur 

TGFBR1 à la membrane a donc été analysé par cytométrie en flux. Des A549 ont été traitées ou 

non avec du TGF-β pendant 1 ou 24h en présence ou non de GDC-0152, le récepteur TGFBR1 à 

la membrane a été marqué et les cellules ont été analysées par cytométrie en flux. Le nombre de 

cellules exprimant le récepteur à la membrane augmente fortement en réponse au TGF-β après 1h 

mais retourne à un niveau basal après 24h. La combinaison avec le GDC diminue fortement le 

nombre de cellules positives que ce soit en absence ou après 1h de stimulation (Figure 48 C). cIAP1 

régule donc la quantité de récepteurs TGFBR1 à la membrane à l’état basal et en réponse au TGF-
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β, ce qui pourrait s’expliquer par un rôle de cIAP1 sur le recyclage des récepteurs. cIAP1 est donc 

capable de se lier au récepteur TGFBR2 et de réguler le taux de TGFRB1 exprimé à la surface de 

la cellule.  

 

Figure 48 : cIAP1 interagit avec le récepteur TGFBR2 à la suite d’une stimulation au TGF-β. A. Des 

cellules A549 ont été traitées avec du TGF-β à 5 ng/mL et/ou du GDC à 5 μM pendant 1h, 24h ou 48h. Le 

GDC-0152 a été ajouté 30 minutes avant le TGF-β. TRAF2 a été analysée par immunofluorescence (rouge). 

Les noyaux ont été marqués par DAPI (bleu). B. Le récepteur TGFBR2 marqué avec un tag HA a été 

surexprimé de façon transitoire dans des cellules A549. Ces dernières ont ensuite été stimulées ou non au 

TGF-β pendant 1h à 5 ng/mL. Une immunoprécipitation du tag HA a été réalisée et la présence de cIAP1 a 

été analysée par Western Blot. C. Des protéine GST-cIAP1 et GST contrôle (GST-ctrl) ont été produites. Un 

GST pull-down a ensuite été réalisé avec des lysats de A549 non traitées ou traitées 1h avec du TGF-β. Le 

récepteur TGFBR2 a ensuite été détecté par Western Blot. TRAF2 a été utilisée comme contrôle d’interaction 

avec cIAP1. D. Des A549 ont été prétraitées ou non pendant 30 minutes avec du GDC-0152 suivi d’un 

traitement de 1h ou 24h avec du TGF-β. La proportion de cellules exprimant le récepteur TGFBR1 à la 

membrane a été analysée. 

Ces travaux ont, dans un premier temps, démontré une surexpression de cIAP1 dans des 

cas de fibrose pulmonaire. De plus, le SMAC mimétique GDC-0152 présente des effets curatifs sur 

le développement de la fibrose pulmonaire. Une surexpression de cIAP1 a été observée en réponse 

au TGF-β.  
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Ces travaux mettent en évidence pour la première fois un rôle de cIAP1, dépendant de son 

activité E3 ubiquitine ligase et de son interaction avec TRAF2, dans la régulation des voies de 

signalisation canonique et alternatives du TGF-β. cIAP1 peut interagir avec le récepteur TGFBR2 

du TGF-β et régule le taux de TGFBR1 exprimé à la membrane (Figure 49).  

 

Figure 49 : cIAP1 régule l’activation des voies de signalisation du TGF-β. 1. La stimulation des récepteurs 

du TGF-β provoque le recrutement de cIAP1 et TRAF2 au niveau du TGFBR2. Ces derniers stimulent 

l’activation des voies canonique et alternatives du TGF-β, menant à différents processus cellulaires tels que 

des processus de TEM. 2. L’inhibition de cIAP1 conduit à une forte diminution de l’activation de ces voies de 

signalisation et donc des processus cellulaires impliqués. 

Nous avons émis l’hypothèse que cIAP1 régule l’endocytose et le recyclage des récepteurs. 

Le prochain objectif de ces travaux sera donc de confirmer le rôle de cIAP1 dans ces processus. 

Une stagiaire de Master 2 Recherche travaille actuellement sur ce sujet. Il est aussi nécessaire de 

déterminer si l’interaction entre cIAP1 et le TGFBR2 est directe ou indirecte, par exemple par le biais 

de TRAF2. Il a de plus été déterminé que l’effet de cIAP1 dans la signalisation du TGF-β est 

dépendant de son activité E3 ubiquitine ligase. Il serait donc capital d’approfondir le rôle de cette 

activité dans la régulation de ces voies.  

Pour terminer, les résultats obtenus ont démontrés que le GDC-0152 provoque uniquement 

la dégradation de cIAP1 mais pas des autres IAP. Il peut en revanche se fixer à XIAP et cIAP2 par 

exemple et inhiber ainsi leur activité. Il est donc important de confirmer que les résultats obtenus sur 

le modèle murin de fibrose pulmonaire induite par la bléomycine soient bien liés à cIAP1 et à son 

interaction avec TRAF2. Il pourrait être très intéressant de développer des inhibiteurs spécifiques 
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de l’interaction entre cIAP1 et TRAF2. Ils permettraient de cibler spécifiquement cIAP1 sans pour 

autant inhiber XIAP et cIAP2 comme le font les SMAC mimétiques. Ces inhibiteurs pourraient ainsi 

être utilisés dans le modèle murin de fibrose pulmonaire induite à la bléomycine afin de confirmer 

l’importance de cIAP1 et de son interaction avec TRAF2 dans les résultats obtenus. Le 

développement de ces inhibiteurs est en cours et est réalisé par Manon Paccagnini, une doctorante 

en première année de thèse présente au sein de l’équipe. 
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IV. Discussion sur le rôle de cIAP1 dans la fibrose pulmonaire 

et les voies de signalisation médiées par le TGF-β 

A. Les IAP dans la fibrose 

L’étude de la puce à ADN GSE110147, et du modèle de fibrose pulmonaire induite à la 

bléomycine, a démontré une surexpression de cIAP1 dans les poumons de patients atteints de FPI 

et chez les souris atteintes de fibrose pulmonaire, suggérant un rôle de cIAP1 dans le 

développement de cette pathologie. Ces observations sont en accord avec les résultats obtenus par 

l’équipe de Horowitz (Ashley et al., 2016). Cette dernière a décrit une surexpression de cIAP1 dans 

ce modèle murin. cIAP1 est surexprimée dans de nombreux types de cancers différents et sa 

surexpression est souvent associée à un mauvais pronostic. Pour autant, la surexpression de cIAP1 

n’a pour l’instant pas été que très peu décrite dans d’autres pathologies chez l’Homme. 

L’utilisation du SMAC mimétique GDC-0152 sur le modèle de fibrose pulmonaire induit à la 

bléomycine a inhibé l’apparition de la maladie ainsi que le développement de cette dernière, 

soutenant l’hypothèse d’un rôle de cIAP1 dans le développement de la fibrose pulmonaire. Les 

mêmes résultats ont été observés avec un autre SMAC mimétique, le Debio 1147 par Ashley et al. 

Les auteurs ont associé cet effet à un rôle de XIAP. Pourtant, la déplétion de XIAP dans ce modèle 

d’étude n’avait pas eu d’effet sur le développement de la maladie. Ils ont en revanche détecté une 

surexpression de cIAP1 et cIAP2 et ont donc conclu que ces dernières compensaient l’absence de 

XIAP (Ashley et al., 2016). Nos résultats n’excluent pas un rôle de XIAP dans cette pathologie mais 

suggèrent plutôt un rôle de cIAP1. En effet, le GDC-0152 a provoqué la dégradation de cIAP1 sans 

moduler le taux de XIAP. Le GDC-0152 est plus affin pour cIAP1 que pour XIAP (17 nM contre 28 

nM). De plus, il a été démontré que le GDC-0152 pouvait provoquer la dégradation de XIAP 

(Tchoghandjian et al., 2016; Campbell et al., 2018), ce que nous n’observons pas ici. Il est donc 

possible que le GDC-0152 n’ait pas bloqué l’activité de XIAP dans notre étude et que nos 

observations soient liées à cIAP1. Il sera donc important de confirmer l’implication directe de cIAP1 

dans la fibrose pulmonaire. La mise en place d’un modèle murin KO pour cIAP1 ou d’inhibiteurs 

ciblant uniquement cIAP1 permettront de répondre à cette hypothèse.  

cIAP2 est aussi ciblé par les SMAC mimétiques. Il pourrait donc aussi être impliqué dans le 

développement de la fibrose pulmonaire. Pourtant, son affinité pour le GDC-0152 est encore plus 

faible (43 nM). De plus, nous n’avons pas réussi à le détecter dans nos poumons, ce qui n’est pas 

surprenant. En effet, cIAP1 est exprimée dans l’ensemble des tissus humains sans aucune 

spécificité. À l’inverse, cIAP2 est absente ou très peu exprimée dans la majorité des tissus. Elle est 

principalement retrouvée dans les tissus lymphoïdes, le système urinaire et l’appareil digestif et est 

très faiblement exprimée dans les poumons (Zadoroznyj et Dubrez, 2022). Il est donc probable que 
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l’effet des SMAC mimétiques sur le développement de la fibrose pulmonaire ne soit pas dépendant 

de cIAP2.  

Les effets observés des SMAC mimétiques sur le développement de la fibrose pulmonaire 

font des IAP de nouvelles cibles intéressantes pour lutter contre le développement de la maladie. 

Les traitements actuels ne permettent que de ralentir la maladie mais n’induisent pas sa guérison. Il 

pourrait donc être très intéressant de mettre en place des essais cliniques utilisant les SMAC 

mimétiques, seuls ou en combinaison avec d’autres traitements, afin d’évaluer leur potentiel 

thérapeutique sur la fibrose pulmonaire chez l’homme. 

B. Le rôle de cIAP1 et TRAF2 dans l’action du TGF-β 

1. L’expression cellulaire des IAP médiée par le TGF-β  

L’équipe de Horowitz a observé une surexpression génique de cIAP1, cIAP2 et XIAP dans 

des fibroblastes et des fibrocytes murins stimulés au TGF-β. Nous avons étudié l’expression des 

protéines. Nos résultats ont démontré une augmentation de la quantité de cIAP1 en réponse au 

TGF-β mais pas de cIAP2 et XIAP. Une diminution de la quantité de cIAP2 est même observée. 

Mais alors comment expliquer que la quantité d’XIAP et de cIAP2, pourtant surexprimées au niveau 

génique en réponse au TGF-β, ne varie pas ou diminue ? Mon hypothèse actuelle est basée sur la 

capacité de cIAP1 à réguler négativement, de façon post-transcriptionnelle, le niveau de cIAP2 mais 

aussi de XIAP. En effet, cIAP1 est capable d’induire l’ubiquitination de cIAP2 et XIAP menant à leur 

dégradation par le protéasome (Conze et al., 2005; Silke et al., 2005b). La surexpression de cIAP1 

pourrait donc accroître le taux de cIAP2 et XIAP ubiquitiné puis dégradé de cette manière, induisant 

ainsi une diminution de leur quantité malgré leur surexpression. Cette hypothèse pourrait aussi 

expliquer les résultats obtenus. Le TGF-β est impliqué dans le développement de la fibrose 

pulmonaire, comme cela a été décrit dans la partie V.G de l’introduction. Il est donc tout à fait 

possible que la surexpression de cIAP1 détectée chez les patients et les souris atteintes de fibrose 

pulmonaire soit provoquée par le TGF-β.  

2. cIAP1 dans les processus cellulaires médiés par le TGF-β 

Nos résultats ont démontré l’importance de cIAP1 dans la régulation des processus 

cellulaires médiés par le TGF-β et en particulier dans la régulation des taux de PAI-1 et d’α-SMA. 

L’inhibition de cIAP1, par le GDC-0152 ou un siRNA, diminue l’augmentation des taux de PAI-1 et 

d’α-SMA en réponse au TGF-β. PAI-1 ainsi que l’α-SMA sont deux protéines synthétisées en 

réponse au TGF-β. PAI-1 est un membre des protéines inhibitrices des protéases à serine dont le 

rôle majeur est d’inhiber la fibrinolyse. Elle est capable d’inhiber les protéines uPA (urokinase-type 

Plasminogen Activator) et tPA (tissue Plasminogen Activator), bloquant ainsi la conversion du 

plasminogène en plasmine nécessaire à la lyse de la fibrine. Plusieurs études ont démontré que la 

déplétion de PAI-1 dans des modèles murins de fibrose pulmonaire induite à la bléomycine inhibe 
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le développement de la pathologie (Ghosh et Vaughan, 2012). L’équipe de Drew a associé cet effet 

avec son action sur la lyse de la fibrine. En effet, l’inhibition de l’activité de la plasmine par l’acide 

tranéxamique dans un modèle murin KO pour PAI-1 rétablit le développement de la maladie (Hattori 

et al., 2000). Senoo et al. ont démontré que la déplétion de PAI-1 par des siRNA dans le modèle de 

fibrose pulmonaire induite à la bléomycine, diminue le développement de la maladie. Ils ont aussi 

démontré que la déplétion de PAI-1 inhibe les processus de TEM médiés par le TGF-β. Ils ont donc 

conclu que les effets observés sur le développement de la maladie étaient associés au blocage des 

processus de TEM médiés par le TGF-β (Senoo et al., 2010). α-SMA est un marqueur des 

myofibroblastes, dont la présence exacerbée est responsable du développement de la fibrose 

pulmonaire, comme cela a été décrit dans la partie V.G de l’introduction. Ces deux protéines sont 

donc fortement impliquées dans le développement de la fibrose pulmonaire. Il est donc probable que 

cIAP1 régule le développement de la fibrose pulmonaire par son action sur les processus cellulaires 

médiés par le TGF-β.  

3. Le rôle de l’interaction entre cIAP1 et TRAF2 

Nos résultats démontrent que le rôle de cIAP1 dans les processus cellulaires médiés par le 

TGF-β est dépendant de son interaction avec TRAF2. En effet, l’expression de mutants de cIAP1 

incapables d’interagir avec TRAF2 inhibe l’effet du TGF-β. De plus, l’inhibition de TRAF2 par un 

siRNA mime l’effet de la déplétion de cIAP1 dans les cellules A549. Ces résultats ne sont pas 

surprenants, cIAP1 et TRAF2 étant très souvent associés afin de réguler l’action de différents 

facteurs tels que le TNFα par exemple. C’est en revanche la première fois qu’un rôle de 

cIAP1/TRAF2 est décrit dans les processus médiés par le TGF-β. TRAF2 a été principalement 

décrite comme un adaptateur de cIAP1, comme cela a été présenté dans la partie IV de 

l’introduction. Il permet par exemple d’adresser cIAP1 au niveau du récepteur TNFR1 afin que cIAP1 

puisse induire l’ubiquitination de RIPK1 et provoquer l’activation de la voie NF-κB. Il serait donc très 

intéressant de déterminer si TRAF2 joue ici aussi un rôle d’adaptateur pour cIAP1 au niveau du 

complexe de récepteurs du TGF-β.  

Afin d’approfondir le rôle de TRAF2, il serait aussi nécessaire de déterminer si son activité 

E3 ubiquitine ligase est impliquée dans ces processus. TRAF2 peut en effet induire l’ubiquitination 

activatrice de type K63 de cIAP1, lors de la stimulation des récepteurs CD40R et BAFF-R, menant 

à l’ubiquitination dégradative de TRAF3 médiée par cIAP1 et à l’activation de la voie NF-κB non 

canonique (Vallabhapurapu et al., 2008). Il serait très intéressant de déterminer si TRAF2 pourrait 

par exemple médier l’activation de cIAP1 par ubiquitination. Un modèle cellulaire exprimant une 

protéine TRAF2 tronquée de son domaine RING pourrait être utilisé afin de répondre à cette 

question.   

Deux autres protéines de la famille des TRAF, TRAF4 et 6, ont été décrites dans la régulation 

des processus cellulaires médiés par le TGF-β. Leur rôle a été décrit précisément dans la partie 
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V.D.2 de l’introduction. De manière intéressante, TRAF6 est retrouvée dans des complexes de 

signalisation cellulaire associée avec TRAF2 et cIAP1, en particulier au niveau des récepteurs TLR4 

et RIG-1, comme décrit dans la partie IV.E de l’introduction. Il est donc possible que les effets 

observés soient aussi dépendants de TRAF6. cIAP1, TRAF2 et TRAF6 pourraient ainsi appartenir 

à un complexe protéique situé au niveau des récepteurs du TGF-β et réguleraient ainsi les processus 

cellulaires médiés par le TGF-β. 

4. L’activité E3 ubiquitine ligase de cIAP1 

 Le rôle de cIAP1 dans les processus cellulaires médiés par le TGF-β est dépendant de son 

activité E3 ubiquitine ligase. En effet, l’expression d’un mutant de cIAP1 ayant perdu cette activité 

dans le modèle de MEF DKO inhibe les processus cellulaires médiés par le TGF-β, en comparaison 

des MEF exprimant cIAP1. Le rôle de son activité E3 ligase a été décrit dans de nombreuses voies 

de signalisation cellulaire, présentées dans la partie IV de l’introduction. Il n’est donc pas surprenant 

que cette activité soit impliquée dans l’action de cIAP1 sur les processus cellulaires médiés par le 

TGF-β. Un des principaux systèmes mettant en jeu des processus d’ubiquitination est le système 

ubiquitine/protéasome. cIAP1 peut par exemple induire l’ubiquitination de type K48 de ASK1, TRAF2 

et TRAF3 dans les voies de signalisation médiées par le TNFR2, menant à leur dégradation par le 

protéasome (Zhao et al., 2007; Vallabhapurapu et al., 2008). Nos résultats ont démontré que le 

protéasome est impliqué dans la régulation de la signalisation médiée par le TGF-β. En effet, 

l’inhibition du protéasome par le MG132 inhibe les processus cellulaires médiés par le TGF-β. Ces 

résultats sont en accord avec les observations de Han et al. ainsi que Hosler et al. qui ont démontré 

que la déplétion du protéasome par le MG132 ou la lactacystine inhibait fortement l’activité du TGF-

β (Hosler, Wang-Su et Wagner, 2006; Han et al., 2019). Pourtant, ces résultats ne sont pas encore 

suffisants pour conclure que l’action de cIAP1 est dépendante de sa capacité à induire la 

dégradation de protéines. La déplétion de cIAP1 mime la déplétion du protéasome mais il est tout à 

fait possible qu’elle soit dépendante de mécanismes différents. En effet, cIAP1 est aussi capable 

d’induire des processus d’ubiquitination menant à l’activation et à la stabilisation de ses substrats, 

comme cela a été décrit dans la partie IV de l’introduction. L’analyse des mécanismes 

d’ubiquitination mis en jeu est donc nécessaire à une meilleure compréhension du rôle de cIAP1. Le 

rôle du protéasome pourrait par exemple être investigué en surexprimant cIAP1 et en démontrant 

que l'effet de la surexpression de cIAP1 est bloqué par le MG132. 

 cIAP1 est recrutée aux niveau de nombreux récepteurs, tels que les TFNR1 et 2 par exemple, 

présentés dans les parties IV.C et IV.D de l’introduction, et régule leurs voies de signalisation par 

des processus d’ubiquitination. Dans ces processus, cIAP1 ne cible généralement pas les 

récepteurs mais plutôt d’autres protéines, elles aussi recrutées au niveau de ces récepteurs. Il 

apparaît donc peu probable que les mécanismes d’ubiquitination médiés par cIAP1 dans l’activité 

du TGF-β impliquent des processus d’ubiquitination ciblant les récepteurs TGFBR1 et 2. 
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L’hypothèse la plus probable est donc que cIAP1 active et/ou stabilise par ubiquitination certains 

partenaires de ces récepteurs tels que les SMAD par exemple. À l’inverse, cIAP1 pourrait aussi 

provoquer l’ubiquitination dégradative de protéines inhibant ces processus. Par exemple, cIAP1 

pourrait cibler les protéines SMURF2 et SMAD7, ces dernières inhibant l’activité du TGF-β, comme 

cela a été décrit dans la partie V.D de l’introduction. Il pourrait donc être très intéressant de réaliser 

un ubiquitinylome sur des cellules stimulées au TGF-β, en présence ou en absence de cIAP1, afin 

de de déterminer les protéines ubiquitinées par cIAP1 en réponse au TGF-β. 

5. cIAP1 et les voies de signalisation du TGF-β 

 Les processus cellulaires médiés par le TGF-β sont induits par différentes voies de 

signalisation. Ces dernières sont divisées en deux catégories : la voie de signalisation canonique, 

dépendante des SMAD et les voies de signalisation alternatives. Ces voies ont été présentées dans 

la partie V.D de l’introduction. Les résultats obtenus démontrent un rôle de cIAP1 dans les voies de 

signalisation alternatives du TGF-β. L’utilisation du SMAC mimétique GDC-0152 inhibe l’activation 

par phosphorylation des MAPK JNK, ERK1/2 et p38 ainsi que l’activation de NF-κB. Le rôle de cIAP1 

a été confirmé par un siRNA ciblant cIAP1, dont l’utilisation mime les effets du GDC-0152. Ce n’est 

pas la première fois que cIAP1 est décrite comme un régulateur de l’activation des MAPK et de NF-

κB, comme cela a été décrit précédemment dans la partie IV de l’introduction. C’est en revanche la 

première fois qu’un rôle de cIAP1 dans l’activation de ces protéines en réponse au TGF-β est décrit. 

 Nos résultats ont aussi mis en avant un rôle de cIAP1 dans la régulation de la voie de 

signalisation canonique du TGF-β. L’inhibition de cIAP1 par le GDC-0152 inhibe la phosphorylation 

de SMAD2 à partir de 1h après une stimulation des A549 par le TGF-β. Le GDC-0152 inhibe aussi 

la translocation des SMAD dans le noyau à la suite d’une stimulation au TGF-β. C’est aussi la 

première fois qu’un rôle de cIAP1 dans la voie de signalisation canonique du TGF-β est décrite. 

 Parmi les protéines de la famille des IAP, seul XIAP a été décrite comme protéine régulatrice 

des voies de signalisation médiées par le TGF-β. Reffey et al. ont démontré en 2001 que XIAP était 

associée au TGFBR1. De plus, ils ont aussi observé que la surexpression de XIAP active la 

transcription des gènes cibles du TGF-β, de NF-κB de manière dépendante de SMAD4, suggérant 

un rôle de XIAP sur la voie de signalisation canonique du TGF-β (Reffey et al., 2001). L’équipe de 

Arsura a démontré plus tard que l’activation de NF-κB provoque la surexpression de XIAP. Cette 

dernière peut ensuite cibler TAK1, afin d’induire son ubiquitination puis sa dégradation par le 

protéasome, inhibant ainsi l’activation de JNK par TAK1 en réponse au TGF-β. L’inhibition de JNK 

médiée par XIAP permet de bloquer les processus d’apoptose médiés par le TGF-β, faisant de XIAP 

une cible potentielle afin de bloquer les propriétés oncogéniques du TGF-β (Kaur et al., 2005). Le 

rôle de XIAP dans les propriétés oncogéniques du TGF-β a ensuite été développé par Neil et al. Ils 

ont démontré que XIAP pouvait interagir avec le TGFBR1 afin d’ubiquitiner TAK1, favorisant 

l’interaction de ce dernier avec TAB1 et donc l’activation de la voie NF-κB (Neil, Tian et Schiemann, 
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2009) (Figure 50). Nos résultats démontrent donc un nouvel axe de recherche mettant en jeu cIAP1 

et non XIAP. La capacité de cIAP1 à réguler les voies de signalisation canonique et alternatives du 

TGF-β nous a mené à émettre l’hypothèse d’un rôle direct de cIAP1 sur les récepteurs TGFBR1 et 

2, et plus précisément sur leur recyclage. cIAP1 pourrait par exemple favoriser la formation 

d’endosomes de recyclage ou inhiber la formation d’endosomes tardifs et ainsi favoriser l’activation 

des voies du TGF-β. Il est aussi possible, de la même manière que XIAP, que cIAP1 cible 

directement d’autre acteurs de ces voies tels que TAK1 et les SMAD. cIAP1 régulerait leur activité 

par des processus d’ubiquitination, modulant ainsi l’activation des différentes voies de signalisation. 

 

Figure 50 : Rôle de XIAP dans les voies de signalisation médiées par le TGF-β. XIAP, par l’intermédiaire 

de SMAD4, stimule la synthèse des gènes cibles du TGF-β. XIAP peut aussi stimuler par ubiquitination TAK1, 

menant à l’activation de NF-κB. Cette dernière induit la synthèse de XIAP, qui en retour provoque 

l’ubiquitination dégradative de TAK1, inhibant l’activation de JNK et bloquant ainsi les processus de mort 

cellulaire. cIAP1 pourrait potentiellement réguler l’activité de TAK1. 

6. cIAP1/TRAF2 et les récepteurs TGFBR1 et 2 

a) La localisation cellulaire de TRAF2 

 TRAF2 semble être détectée par immunofluorescence au niveau de la membrane plasmique 

à la suite d’une stimulation d’une heure au TGF-β. De plus, un traitement de 24 et 48h a accru le 

marquage de TRAF2 dans l’ensemble de la cellule. Ces effets sont inhibés par la déplétion de cIAP1 

par le GDC-0152. Comment expliquer que le marquage de TRAF2 soit plus important alors la 

quantité de TRAF2 ne varie pas ? Notre hypothèse serait que la stimulation au TGF-β induise un 

changement de conformation de TRAF2, rendant son épitope plus facilement accessible, facilitant 

ainsi son marquage. Ce changement de conformation pourrait être induit par la formation de trimères 

de TRAF2, décrit dans la partie III.B de l’introduction. Une agrégation de TRAF2 pourrait donc avoir 
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lieu, renforçant ainsi son marquage et expliquant les résultats observés. De plus, il ne serait pas 

surprenant que TRAF2 puisse interagir avec les récepteurs du TGF-β. En effet, TRAF2 est décrite 

principalement comme un adapteur moléculaire retrouvé au niveau des récepteurs. Ces 

informations ont été présentées dans la partie III.C de l’introduction. Il serait important dans un 

premier temps de confirmer la localisation de TRAF2 au niveau de la membrane plasmique. Des 

expériences de co-immuonprécipitation ou de PLA pourront ensuite être réalisées afin de démontrer 

l’interaction entre TRAF2 et les récepteurs TGFBR1 et TGFBR2. 

 Nos résultats démontrent aussi que l’inhibition de cIAP1 par le GDC-0152 inhibe les effets 

du TGF-β sur le marquage de TRAF2. Notre projet portant sur les propriétés oncogéniques de cIAP1 

a démontré que cIAP1 induisait la formation de clusters de TRAF2. Ces résultats sont soutenus par 

les travaux de Mace et al., qui ont mis en avant la capacité d’un dimère de cIAP1 à se lier à deux 

trimères de TRAF2 (Mace et al., 2010). En accord avec ces observations, nous avons émis 

l’hypothèse que cIAP1 provoque l’agrégation de TRAF2 en réponse au TGF-β. Cette agrégation 

pourrait être nécessaire à la régulation des voies de signalisation médiées par le TGF-β par cIAP1. 

Afin de confirmer cette hypothèse, l’analyse par immunofluorescence de la colocalisation de cIAP1 

et TRAF2 en réponse au TGF-β pourra être réalisée. De plus, les modèles de MEF DKO exprimant 

un mutant de cIAP1 incapable d’interagir avec TRAF2 permettront de confirmer l’importance de 

TRAF2 dans nos observations. 

b) cIAP1 et son interaction avec le TGFBR2 

Des expériences de GST pull down et de co-immunoprécipitation ont mis en avant pour la 

première fois une interaction entre cIAP1 et le récepteur TGFBR2. Cette interaction n’est pas 

détectée en absence de stimulation mais est observée à la suite d’une stimulation de 1h au TGF-β. 

Il est encore nécessaire de déterminer si cette interaction est directe ou indirecte. cIAP1 est décrite 

dans de nombreux complexes de récepteurs. Elle est par exemple associée aux récepteurs de la 

famille du TNFR ou à certains PRR. Ces interactions sont en général indirectes. Ce sont en effet 

des protéines adaptatrices qui permettent le recrutement de cIAP1 sur ces complexes. L’hypothèse 

la plus plausible est donc que cIAP1 interagit avec le TGFBR2 de manière indirecte, à l’aide d’une 

protéine adaptatrice. TRAF2 joue souvent ce rôle de protéine adaptatrice et permet par exemple le 

recrutement de cIAP1 au niveau du TNFR1 (Dumétier, Zadoroznyj et Dubrez, 2020). De plus, les 

résultats précédents ont mis en avant l’importance de l’interaction entre cIAP1 et TRAF2 dans le 

rôle de cIAP1 sur les processus médiés par le TGF-β. Il apparaît donc probable que TRAF2 puisse 

servir de protéine adaptatrice menant au recrutement de cIAP1 au niveau du TGFBR2. La réalisation 

d’une co-immunoprécipitation ou d’une expérience de PLA, entre cIAP1 et le TGFBR2, sur des 

cellules A549 traitées avec un siRNA ciblant TRAF2, permettrait de mettre en évidence le rôle 

d’adaptateur de TRAF2 dans ces processus. Les lignées de MEF DKO exprimant un mutant de 

cIAP1 incapable d’interagir avec TRAF2 pourront également être utilisées.  
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V. Conclusions et perspectives  

 Mes travaux de thèse ont permis de mettre en évidence de nouvelles fonctions de cIAP1, 

dépendantes de son interaction avec TRAF2, impliquées dans ses propriétés oncogéniques. Nous 

avons confirmé dans un premier temps que l’expression de cIAP1 favorisait la croissance tumorale. 

Nous avons ensuite démontré que cet effet est dépendant de l’interaction entre cIAP1 et TRAF2. De 

plus, l’agrégation de TRAF2 par le domaine BIR1 de cIAP1 est suffisante pour stimuler la croissance 

tumorale. De manière intéressante, l’interaction de TRAF2 avec ses partenaires protéiques est 

dépendante de son interaction avec cIAP1. Cette interaction stimule l’activation des MAPK ERK1/2. 

Elle induit aussi l’activation de la voie canonique de NF-κB, menant à la production d’IL-6, dont 

l’activité autocrine stimule l’activation de la voie de signalisation JAK/STAT3. C’est la première fois 

qu’un rôle de cIAP1 dans l’activation de STAT3 est décrit. Pour terminer, nous avons mis en 

évidence que les propriétés oncogéniques de l’interaction entre cIAP1 et TRAF2 impliquent 

l’activation de STAT3, mais pas l’activation de ERK1/2. Ces travaux ont mené à la publication d’un 

article scientifique intitulé : « cIAP1/TRAF2 interplay promotes tumor growth through the activation 

of STAT3 » en 2022 pour lequel je suis co-premier auteur. 

Les résultats obtenus durant ma thèse ont aussi mis en évidence l’importance de cIAP1 dans 

le développement de la fibrose pulmonaire et les voies de signalisations médiées par le TGF-β. 

cIAP1 est surexprimée chez les patients atteints de FPI ainsi que dans le modèle murin de fibrose 

pulmonaire induite à la bléomycine. Son inhibition par le SMAC mimétique GDC-0152 inhibe le 

développement de la maladie dans ce modèle murin. Une surexpression de cIAP1 est aussi détectée 

lors de la stimulation de cellules A549 par le TGF-β. cIAP1 est impliquée dans la mise en place des 

processus cellulaires médiés par le TGF-β. Son rôle dans ces processus est dépendant de son 

activité E3 ubiquitine ligase et de son interaction avec TRAF2. cIAP1 régule les voies de signalisation 

canonique et alternatives du TGF-β. De plus, il interagit avec le récepteur TGFBR2 et régule la 

quantité de récepteurs TGFBR1 à la membrane. 

 Les prochaines étapes de ces travaux vont porter sur la caractérisation de l’interaction entre 

cIAP1 et le TGFBR2 et son rôle sur l’adressage des récepteurs à la membrane. Il sera nécessaire 

dans un premier temps de démontrer si l’interaction entre cIAP1 et le TGFBR2 est directe ou 

indirecte. Il pourra ensuite être intéressant d’étudier un potentiel rôle de TRAF2 dans cette 

interaction. Il sera ensuite primordial de mettre en évidence un potentiel rôle de cIAP1 et TRAF2 

dans l’endocytose et le recyclage des récepteurs afin d’expliquer les résultats obtenus 

précédemment. Pour terminer, il pourra être très pertinant d’étudier plus précisément le rôle de 

l’activité E3 ubiquitine ligase de cIAP1, afin de déterminer ou non l’implication de processus de 

dégradation dans son rôle sur la signalisation médiée par le TGF-β. Un ubiquitinylome pourra ensuite 

être réalisé afin de déterminer les cibles de cIAP1 dans cette voie de signalisation. Ces travaux sont 

actuellement réalisés par une étudiante de Master 2. Il sera aussi intéressant de développer un 
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modèle murin KO pour cIAP1 afin de confirmer l’importance de cIAP1 dans le développement de la 

fibrose pulmonaire. Des coupes de poumons ont été obtenues à partir de nos précédentes 

expériences sur le modèle murin de fibrose pulmonaire. Des marquages de cIAP1 et des récepteurs 

au TGF-β pourront être réalisés afin de mettre en évidence leur importance dans le développement 

de la maladie.  

 Pour terminer, l’objectif final de l’ensemble de ces travaux sera le développement 

d’inhibiteurs moléculaires spécifiques de cIAP1 bloquant son interaction avec TRAF2. Les 

inhibiteurs actuels de cIAP1 sont les SMAC mimétiques. Or, ces derniers ne sont pas spécifiques et 

ciblent aussi généralement cIAP2, XIAP et ML-IAP. De plus, ils induisent une dégradation rapide de 

cIAP1, affectant ainsi tous les processus cellulaires médiés par cette dernière. Ce processus peut 

aussi entraîner la dégradation des partenaires de cIAP1, comme cela a été démontré pour TRAF2. 

Plusieurs essais cliniques de phase II et III ont été mis en place pour les SMAC mimétiques. Ils sont 

généralement bien tolérés mais certains essais ont mis en avant des effets secondaires indésirables 

nécessitant leur arrêt. Le développement de molécules ciblant l’interaction cIAP1/TRAF2 pourrait 

donc être une alternative intéressante aux SMAC mimétiques. Ces molécules inhiberont 

spécifiquement les propriétés oncogéniques et pro-fibrosantes de cIAP1 sans affecter les autre IAP 

et pourraient diminuer le risque d’effets secondaires. Le développement de ces inhibiteurs est 

actuellement pris en charge par Manon Paccagnini, une étudiante en thèse au sein de notre équipe.   
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I. Résultats annexes : Développement d’inhibiteurs du 

domaine BIR2 de XIAP 

Un projet de recherche développé par Charline Kieffer au sein du CERMN (Centre d’Études 

et de Recherche sur le Médicament de Normandie) a pour but de cibler le domaine BIR2 de XIAP. 

Les SMAC mimétiques monovalents ont en général une affinité plus forte pour le domaine BIR3 des 

IAP (Chang et Cheung, 2020). Leur objectif est donc de développer de nouveaux inhibiteurs 

spécifiques du domaine BIR2 de XIAP. Cibler ce domaine permettra de bloquer spécifiquement la 

capacité de XIAP à inhiber les caspases 3 et 7. En effet, le domaine BIR2 de XIAP a été caractérisé 

comme étant le domaine d’interaction de XIAP avec ces caspases (Abbas et Larisch, 2020). 

L’inhibition de cette interaction permettra donc la libération des caspases 3 et 7 et favorisera donc 

les processus d’apoptose. Une chimiothèque a été virtuellement criblée dépendamment des 

données disponibles dans la littérature sur la structure du domaine BIR2 de XIAP. Ce criblage a fait 

ressortir environ 70 molécules pouvant potentiellement se fixer à ce domaine. Le CERMN ne 

possédait pas le matériel nécessaire au criblage de ces molécules. Une collaboration entre notre 

équipe et ce laboratoire a donc été initiée afin que nous réalisions le criblage de ces molécules. Afin 

de réaliser ce projet, il est nécessaire de mettre au point une méthode d’analyse des interactions 

entre les protéines cibles.  

Deux méthodes ont été sélectionnées pour ces projets : l’utilisation de la technique de la 

thermophorèse grâce au Monolith de NanoTemper ou de la technique AlphaScreen (Amplified 

Luminescent Proximity Homogeneous Assay) grâce à l’EnVision de PerkinElmer. Le premier choix 

s’est porté sur l’utilisation Monolith de NanoTemper. La termophorèse étudie le mouvement de 

molécules soumises à un gradient de température. Ce mouvement est dépendant de nombreux 

facteurs tels que la taille, la masse ou la charge. La fixation des molécules au domaine BIR2 de 

XIAP modifie leur taille et masse et devrait donc provoquer un changement de déplacement. 

L’objectif était donc d’utiliser le Monolith de NanoTemper afin d’étudier ces mouvements. 

Malheureusement, les tests réalisés ne nous ont pas permis d’étudier efficacement ces interactions. 

Les interactions étaient difficiles à détecter et potentiellement instables, rendant d’autant plus difficile 

leur analyse. C’est pour cela que la méthode AlphaScreen a finalement été choisie. Cette dernière 

utilise un système composé de billes donneuses et acceptrices nécessitant l’utilisation de molécules 

taguées. Une première molécule taguée se lie à la bille donneuse et la seconde, présentant un tag 

différent, se lie à la bille acceptrice. Si les molécules interagissent entre elles, les billes seront à 

proximité l’une de l’autre. L’excitation de la bille donneuse (en général par un rayon de 680 nm) 

provoque la libération d’un doublet d’oxygène qui va stimuler la bille acceptrice, qui en retour va 

émettre des rayons lumineux (en général d’une longueur d’onde comprise entre 520 et 620 nm). S’il 

n’y a pas d’interaction, la bille acceptrice ne peut pas capter de doublet d’oxygène et il n'y a donc 

pas d’émission de lumière. 
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Pour le projet ciblant le domaine BIR2 de XIAP, il a été choisi d’utiliser un domaine BIR2 

tagué avec un His-tag (tag Histidine). Il était nécessaire de choisir un partenaire de ce domaine dont 

l’interaction pouvait potentiellement être inhibée par les molécules. Un peptide AVPI a donc été 

choisi, couplé à de la biotine. Il a donc été décidé d’utiliser des billes acceptrices nickel chélate, 

capable de lier le His-tag, et des billes donneuses liées à de la streptavidine, capable de fixer la 

biotine (Figure 51). L’objectif est donc de sélectionner les molécules capables de bloquer l’émission 

de lumière et donc de bloquer l’interaction entre le domaine BIR2 de XIAP et l’AVPI. 

 

Figure 51 : Représentation schématique de la technique AlphaScreen. Schéma provenant du site de 

PerkinElmer.  

A. L’AlphaScreen permet de détecter l’interaction entre le 

domaine BIR2 de XIAP et l’AVPI 

Des premiers tests d’interaction ont été réalisés afin de vérifier si l’interaction entre le 

domaine BIR2 de XIAP et l’AVPI était détectable et de mettre au point les concentrations optimales 

des deux molécules. Les concentrations qui ont été utilisées variaient de 1 nM à 300 nM. Dans un 

premier temps, l’interaction est détectée par cette méthode à partir d’une concentration de 10 nM 

du domaine BIR2 de XIAP et 30 nM d’AVPI biotinylée (cercle rouge) mais le signal est très faible et 

donc difficilement utilisable. Les concentrations optimales des deux molécules, permettant à la fois 

l’émission d’un signal suffisamment fort pour être étudié et une faible consommation de molécules, 

sont de 30 nM pour chacune (cercle vert). En effet, le signal émis est suffisamment important pour 

être étudié et ces concentrations restent suffisamment faibles pour ne pas poser de problème. De 

façon surprenante, certaines concentrations d’AVPI et de BIR2 égales ou supérieures à 30 nM (par 

exemple 30 nM de BIR2 de XIAP et 100 nM d’AVPI) ne permettent pas l’émission d’un signal aussi 
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fort que celui observé à 30 nM de chaque composé. Cela peut s’expliquer par la présence de 

molécules non fixées aux billes. En effet, le signal observé n’augmente quasiment plus à partir de 

30 nM, ce qui pourrait signifier que quasiment l’ensemble des billes interagit avec une molécule. Il 

est donc tout à fait possible qu’à 100 nM par exemple, certaines molécules ne soient pas fixées aux 

billes. Si ces dernières interagissent avec un partenaire fixé à une bille, il n’y aura pas d’émission 

de signal, ce qui pourrait donc expliquer les différences observées (Figure 52).  

 

Figure 52 : Les concentrations optimales du domaine BIR2 de XIAP et de l’AVPI sont de 30 nM. Des 

expériences d’AlphaScreen, analysant l’interaction entre un domaine BIR2 tagué avec un His-tag et de l’AVPI 

biotinylée ont été réalisées. Différentes concentrations du domaine BIR2 de XIAP et d’AVPI ont été testées 

(de 1 à 300 nM). La concentration optimale a été entourée en vert et la concentration minimale pour détecter 

l’interaction en rouge. 

B. Le criblage des molécules a permis la sélection de 22 

molécules potentiellement inhibitrices de l’interaction 

Les expériences réalisées précédemment ont permis de déterminer les concentrations 

optimales d’AVPI et du domaine BIR2 de XIAP afin de réaliser les expériences de criblage des 

molécules. Ces concentrations sont donc de 30 nM chacune. Les molécules ont été criblées à une 

concentration de 500 μM. Elles ont été incubées avec le domaine BIR2 de XIAP avant l’ajout de 

l’AVPI. Le birinapant, un SMAC mimétique, a été utilisé comme contrôle d’inhibition de l’interaction, 

ce dernier se fixant sur le domaine BIR2 de XIAP. Sur l’ensemble des molécules testées, 25 ne n’ont 

aucun effet ou un effet très faible sur l’interaction entre le BIR2 de XIAP et l’AVPI (Figure 53 A). 20 

d’entre elles ont un effet important sur cette interaction, mais pas suffisamment pour inhiber 

complètement l’interaction (Figure 53 B). La concentration de 500 μM étant très élevée, il est 

nécessaire que la molécule inhibe complètement l’interaction entre les deux partenaires pour être 
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sélectionnée. Sur l’ensemble des molécules, 22 molécules inhibent complètement l’interaction entre 

le BIR2 de XIAP et l’AVPI (Figure 53 C). Ces molécules sont donc les candidates inhibitrices idéales 

et ont donc été sélectionnées pour réaliser les expériences d’effet-dose, permettant d’affiner la 

sélection des molécules.  

 

Figure 53 : Sélection des molécules inhibant efficacement l’interaction entre le domaine BIR2 de XIAP 

et l’AVPI. A, B et C. 67 molécules ont été criblées par AlphaScreen afin de déterminer leur capacité à inhiber 

l’interaction entre le domaine BIR2 de XIAP et l’AVPI. Les molécules ont été utilisées à 500 μM alors que le 

BIR2 et l’AVPI ont été utilisées à 30 nM. Les molécules ont été classées en trois groupes en fonction de leur 

capacité à inhiber l’interaction : absence ou très faible inhibition (A), inhibition moyenne (B), ou inhibition totale 

(C). Le birinapant a été utilisé comme contrôle d’inhibition de l’interaction. 

C. 6 molécules inhibent efficacement l’interaction entre le BIR2 

de XIAP et l’AVPI 

 Afin de sélectionner les molécules les plus efficaces pour inhiber l’interaction entre le BIR2 

de XIAP et l’AVPI, des expériences d’effet-dose ont été réalisées. Ces dernières permettent de 

déterminer un IC50 (half maximal Inhibitory Concentration) pour chacune des molécules 

sélectionnées. L’IC50 correspond à la concentration nécessaire pour supprimer 50 % des liaisons 

entre l’AVPI et le BIR2 de XIAP. Il permet donc de sélectionner les molécules les plus efficaces pour 

inhiber cette liaison et donc de choisir les meilleurs candidats inhibiteurs. Le birinapant a de nouveau 
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été utilisé comme contrôle et les concentrations testées étaient comprises entre 500 μM et 300 nM. 

Ces tests ont été réalisés sur l’ensemble des molécules sélectionnées précédemment mais 

seulement une partie de ces effets-doses a été présentée ici (Figure 54 A et B). Un IC50 a donc été 

déterminé pour chaque molécule. Sur l’ensemble de ces dernières, 6 molécules (9, 10, 15, 59, 60, 

65) présentent un IC50 inférieur à 50 μM et sont donc les candidats inhibiteurs les plus intéressants 

(Tableau 3). 

 

Figure 54 : Exemple d’effet-doses réalisés pour les 22 molécules sélectionnées. Un effet-dose a été 

réalisé en AlphaScreen pour les 22 molécules sélectionnées précédemment. Les molécules ont été testées à 

des concentrations de 500 μM, 300 μM, 30 μM, 3 μM et 300 nM. Le domaine BIR2 de XIAP et l’AVPI ont été 

utilisés à des concentrations de 30 nM. Le birinapant a été utilisé comme contrôle. 

Tableau 3 : Récapitulatif de l’ensemble des IC50 déterminés pour les 22 molécules sélectionnées. 

Molécule IC50 Molécule IC50 Molécule IC50 

Birinapant 0,28 49 57,20 76 211,93 

8 154,95 59 33,81 82 97 

9 30,52 60 4,20 83 Non déterminé 

10 21,34 65 1,93 87 Non déterminé 

11 50,93 68 Non déterminé 103 199 

12 61,10 69 Non déterminé 104 67,32 

15 8,28 72 135,90 105 68,74 

16 232,30 74 133,15 
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L’ensemble de ces résultats est donc très encourageant. Il a permis de mettre en avant 6 

molécules pouvant être de potentiels inhibiteurs efficaces du domaine BIR2 de XIAP. En revanche, 

l’IC50 qui a été déterminé est encore éloigné de celui observé pour le birinapant qui est de 0.283 μM. 

Il est donc nécessaire de modifier chimiquement ces molécules afin d’améliorer leur efficacité. De 

plus, il est nécessaire de confirmer qu’elles ne peuvent se fixer qu’au domaine BIR2 de XIAP et non 

pas au domaine BIR3 par exemple. Ces deux domaines sont très proches structurellement, il est 

donc obligatoire de confirmer la spécificité de ces molécules. La CERMN ayant obtenu la technologie 

EnVision, un étudiant en thèse de leur équipe a pris la suite du projet. 

Le protocole d’étude d’interaction entre protéines développé sur ce projet est utilisé 

actuellement par la doctorante de l’équipe, Manon Paccagnini, afin de réaliser le criblage et les 

effets-doses des potentiels inhibiteurs de l’interaction entre cIAP1 et TRAF2. 
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II. Matériel et méthodes 

Traitement cellulaire au TGF-β : 

Les différentes lignées de MEF et la lignée A549 sont privées de SVF (Sérum de Veau Fœtal) 

24 h après leur ensemencement (passage de 10% de SVF à 1%). Elles sont ensuite traitées avec 5 

ng/mL de TGF-β (R&D systems, Minneapolis, États-Unis) de 5 minutes à 48h et du GDC-0152 

(Euromedex, Souffelweyersheim, France) à 5 μM, du 5Z-7-Oxozeaenol à 5 μM et/ou du MG132 à 1 

μM (Euromedex, Souffelweyersheim, France). Le GDC-0152, le MG132 et le 5Z-7-Oxozeaenol sont 

ajoutés 30 minutes avant le TGF-β. À la suite de ce traitement, les cellules sont grattées dans du 

PBS puis les protéines sont extraites dans un tampon RIPA (50 mM Tris-HCl pH 8,0 ; 150 mM NaCl ; 

1% NP-40 ; 0.5% Sodium déoxycholate ; 0.1% SDS ; 1 mM sodium orthovanadate, 1 mM PMSF) 

complété avec des cocktails d’inhibiteurs de phosphatases PhosSTOP™ (Merck, Darmstadt, 

Allemagne) et de protéases (PIC, Sigma-Aldrich, St-Louis, États-Unis). 

Puce à ADN : 

La puce à ADN GSE110147 a été réalisée et analysée en 2018 par le laboratoire du 

professeur Mura (Cecchini et al., 2018).  

Étude de la fibrose pulmonaire chez l’animal : 

Les souris C57BL/6 (Charles River Laboratories, Saint-Germain-Nuelles, France) sont 

hébergées dans la zone conventionnelle du site central de la plateforme de zootechnie de l’université 

de Bourgogne. La nourriture et l’eau sont à disposition Ad libitum et l’alimentation est enrichie. Les 

animaux sont traités en accord avec les directives du Ministère de la Recherche et de 

l’Enseignement Supérieur. Toutes les expériences sont approuvées par le comité d'éthique de 

l'expérimentation animale du grand campus de Dijon. La bléomycine est injectée aux souris par 

injection intratrachéale à une concentration de 1,5 mg/kg (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, États-

Unis). À partir de 2 ou 9 jours après l’injection de bléomycine, le GDC-0152 ou le tampon de 

préparation de ce dernier (NaCl 0,9% + DMSO) est injecté par intraveineuse à des concentrations 

de 7,5 et 15 mg/kg tous les deux jours. La bléomycine et le GDC-0152 sont dilués dans du NaCl 

0.9%. Les souris sont euthanasiées 21 jours après la première injection de bléomycine par 

exsanguination au niveau de l’aorte abdominale. Un lavage bronchoalvéolaire est effectué et un 

comptage des cellules au sein de ce dernier est réalisé. Les poumons sont ensuite récupérés pour 

différentes analyses.   

Dosages de collagène : 

Le collagène est évalué par une méthode colorimétrique : le SCA (Sircol Collagen Assay). 

Le SCA est réalisé sur une partie du lobe gauche du poumon de la souris. Le dosage est réalisé en 
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utilisant le kit Sircol (Biocolor, Carrickfergus, Royaume-Uni) et en suivant les recommandations du 

fournisseur. 

La quantité de collagène est aussi évaluée par une méthode histologique. Une coloration au 

rouge Sirius, un colorant des fibres de collagène, est effectuée sur des coupes de poumon inclues 

à la paraffine. La quantification des fibres de collagène à partir de cette coloration est réalisée en 

suivant la méthode décrite précédemment par l’équipe du professeur Bonniaud (Decologne et al., 

2007). 

Cytométrie en flux : 

Après traitement au TGF-β et/ou au GDC-0152, les cellules A549 sont grattées dans du PBS 

froid. Après lavage, elles sont saturées dans une solution composée de 10% de SVF et 1% d’azide 

de sodium pendant 10 minutes. Après la saturation, les cellules sont incubées avec l’anticorps 

primaire anti-TGFBR1 (Sigma-Aldrich, St-Louis, États-Unis), dans une solution de PBS avec 0,5% 

de BSA pendant 30 minutes suivi de deux lavages et d’une incubation avec l’anticorps secondaire 

anti-lapin (Invitrogen, Carlsbad, États-Unis) pendant 30 minutes dans cette même solution. Après 

deux nouveaux lavages, les cellules sont resuspendues dans du PBS et analysées à l’aide du 

LSRFortessa (BD Biosciences, Franklin Lakes, États-Unis). 

Criblage et effet-dose par la méthode Alpha Screen : 

La concentration de molécules choisie pour le criblage est de 500 μM. Les concentrations 

choisies pour les effets-doses sont 500 μM, 300 μM, 30 μM, 3 μM et 300nM et les concentrations 

du domaine BIR2 de XIAP (R&D systems, Minneapolis, États-Unis), de l’AVPI biotinylée et des billes 

donneuses et acceptrices (PerkinElmer, Waltham, États-Unis) sont fixées à 30 nM pour les deux 

protéines et 10 μg/mL pour les billes. L’ensemble des solutions est préparé dans un tampon 

AlphaScreen (25 mM Hepes ; 100 mM NaCl ; 0,1 % BSA ; 0,05% Tween-20 ; pH de 7,4). Les 

molécules sont dans un premier temps incubées 1h avec le domaine BIR2 de XIAP à température 

ambiante dans une plaque à 96 demi-puits (PerkinElmer, Waltham, États-Unis). L’AVPI biotinylée 

est ensuite ajoutée et incubée 1h à température ambiante. Les billes acceptrices sont par la suite 

déposées et incubées 1h à l’obscurité à température ambiante, suivies des billes donneuses. Après 

une dernière heure d’incubation à température ambiante et à l’obscurité, les résultats sont lus sur 

l’EnVision (PerkinElmer, Waltham, États-Unis) en suivant le programme AlphaScreen. 
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III. Revue : IAP-mediated protein ubiquitination in regulating 

cell signaling 

Cette revue, rédigée durant l’année 2020, répertorie les connaissances actuelles sur les 

membres de la famille des IAP, et en particulier sur leur fonction E3 ubiquitine ligase. Les différents 

partenaires des IAP ainsi que leur mode d’interaction sont présentés. Les différentes voies de 

signalisation impliquant les IAP sont développées. 
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IV. Revue : Cross Kingdom Immunity: The Role of Immune 

Receptors and Downstream Signaling in Animal and Plant Cell 

Death 

Cette revue, rédigée durant l’année 2021, recense le rôle des récepteurs de l’immunité dans 

les processus de mort cellulaire chez l’animal et les plantes. Les différentes voies de signalisation 

cellulaires stimulées par ces récepteurs sont développées. 
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V. Revue : Cytoplasmic and Nuclear Functions of cIAP1 

Cette revue, rédigée durant l’année 2022, présente les connaissances actuelles sur la 

protéine cIAP1. Les fonctions nucléaires et cytoplasmiques de cIAP1, ainsi que les voies de 

signalisation impliquées sont décrites. 
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Analyse des propriétés oncogéniques et pro-fibrosantes de cIAP1/TRAF2 

cIAP1 (cellular Inhibitor of Apoptosis) est un important régulateur de la signalisation cellulaire et moléculaire 
appartenant à la famille des IAP (Inhibitor of Apoptosis). Elle interagit avec ses différents partenaires par ses domaines 
BIR (Bacculovirus IAP repeat) et possède un domaine RING (Really interesting New Gene) lui conférant une activité E3 
ubiquitine ligase. cIAP1 est impliquée dans différentes fonctions telles que l’inflammation, la différenciation, la migration et 
la prolifération cellulaire. Des anomalies d’expression ont été détectées dans différents types de cancers et sont très 
souvent associées à un mauvais pronostic et à une résistance aux traitements chimiothérapeutiques. Une surexpression 
de cIAP1 a aussi été retrouvée chez des patients atteints de fibrose pulmonaire idiopathique. Mon projet de thèse porte 
sur l’analyse des propriétés oncogéniques et pro-fibrosantes de cIAP1. Mes travaux ont démontré que son interaction avec 
son partenaire TRAF2 (TNF Receptor-Associated Factor 2) est nécessaire à ses propriétés oncogéniques, dans un modèle 
de MEF (Mouse Embryonic Fibroblasts) transformés avec l’oncogène H-Ras V12. TRAF2 est un adaptateur moléculaire 
permettant le recrutement de cIAP1 dans des plateformes de signalisation. Elle se lie sous forme de trimère au domaine 
BIR1 de cIAP1. La mutation ou la déplétion de ce domaine inhibe la croissance tumorale et la formation de métastases. 
L’expression d’un domaine BIR1 isolé force l’agrégation de TRAF2 et suffit à stimuler la croissance tumorale. Le binôme 
cIAP1/TRAF2 stimule l’activation des voies de signalisation ERK1/2 (Extracellular signal-Regulated Kinase) et NF-κB 
(Nuclear Factor κB). L’activation de NF-κB stimule la production d’IL-6, menant à l’activation autocrine de la voie STAT3 
(Signal Transducers and Activators of Transcription 3) /JAK (Janus Kinase). L’utilisation du niclosamide, un inhibiteur de 
l’activation de STAT3, inhibe la croissance tumorale des MEF exprimant cIAP1 mais n’a pas d’effet sur les MEF exprimant 
le mutant de cIAP1 déplété de son domaine BIR1, dans un modèle de xénogreffe chez la souris. Ces résultats montrent 
pour la première fois l’importance de la voie JAK/STAT3 dans les propriétés oncogéniques de cIAP1/TRAF2. La suite de 
mes travaux de thèse a porté sur l’étude du rôle du binôme cIAP1/TRAF2 dans le développement de la fibrose pulmonaire. 
Dans un modèle murin de fibrose pulmonaire induite à la bléomycine, l’utilisation du GDC-0152, un antagoniste des IAP, 
inhibe le développement de la maladie. Le développement de la fibrose pulmonaire est étroitement lié au TGF-β 
(Transforming Growth Factor-β). Pour la première fois, un rôle de cIAP1 dans les processus cellulaires médiés par le TGF-
β a été démontré. La déplétion de cIAP1 ou de TRAF2 bloque les processus cellulaires médiés par le TGF-β : il inhibe 
l’expression des marqueurs terminaux de différenciation mésenchymateuse et inhibe les différentes voies de signalisation, 
canonique ou non canonique activées par la cytokine. Une interaction entre cIAP1 et le récepteur TGFBR2 (TGF-β 
Receptor 2) a été détectée. L’ensemble de ces données mettent en évidence de nouvelles propriétés oncogéniques et 
pro-fibrosantes de cIAP1 dépendantes de son interaction avec TRAF2. 

Mots clés : Signalisation cellulaire, IAP, TRAF2, TGF-β, STAT3, Fibrose 

Analysis of the oncogenic and pro-fibrotic properties of cIAP1/TRAF2 

cIAP1 (cellular Inhibitor of Apoptosis) is an important regulator of cellular and molecular signaling belonging to 
the IAP (Inhibitor of Apoptosis) family. It interacts with its partners through its BIR domain (Bacculovirus IAP repeat) and 
has a RING domain (Really interesting New Gene) conferring an E3 ubiquitin ligase activity. cIAP1 participates in various 
functions such as inflammation, differentiation, migration and cell proliferation. Expression abnormalities have been 
detected in various types of cancers and are often associated with poor prognosis and resistance to chemotherapy. Over-
expression of cIAP1 was found in patients with idiopathic pulmonary fibrosis. My research project aimed to analyze the 
oncogenic and pro-fibrotic properties of cIAP1. My thesis work has shown that its interaction with its partner TRAF2 (TNF 
Receptor-Associated Factor 2) is essential for cIAP1’oncogenic properties in a model of Mouse Embryonic Fibroblasts 
transformed with the H-Ras V12 oncogene. TRAF2 is a molecular adaptor allowing the recruitment of cIAP1 in signaling 
platforms. TRAF2 trimer binds to the BIR1 domain of cIAP1 and mutation or depletion of this domain inhibited tumor growth 
and metastases formation. The expression of an isolated BIR1 domain forced the aggregation of TRAF2 and was sufficient 
to stimulate tumor growth. cIAP1/TRAF2 stimulated the activation of ERK1/2 (Extracellular signal-Regulated Kinase) and 
NF-κB (Nuclear Factor κB) signaling pathways. The activation of NF-κB stimulated the production of IL-6, leading to 
autocrine activation of STAT3 (Signal Transducers and Activators of Transcription 3) /JAK (Janus Kinase) pathway. 
Niclosamide, an inhibitor of STAT3 activation, inhibited tumor growth of MEF expressing cIAP1 but had no effect on MEF 
expressing the cIAP1 mutant depleted from its BIR1 domain in a xenograft model in mice. These results showed for the 
first time the importance of JAK/STAT3 pathway in the oncogenic properties of cIAP1/TRAF2. The rest of my thesis work 
focused on the study of the role of cIAP1/TRAF2 in the development of pulmonary fibrosis. In a mouse model of pulmonary 
fibrosis induced by bleomycin, the use of GDC-0152, an IAP antagonist, inhibited the disease development. The 
development of pulmonary fibrosis is closely related to TGF-β (Transforming Growth Factor-β). For the first time, a role of 
cIAP1 in cellular processes mediated by TGF-β has been demonstrated. Depletion of cIAP1 blocked cellular processes 
mediated by TGF-β. In addition, the expression of a cIAP1 mutant without E3 ubiquitin ligase activity or BIR1 domain also 
inhibited these cellular processes. The latter are dependent of the canonical and alternative signaling pathways of TGF-β. 
Depletion of cIAP1 blocked the activation of these signaling pathways. An interaction between cIAP1 and the TGFBR2 
(TGF-β Receptor 2) was detected by GST pull-down and co-immunoprecipitation. All these data highlight new oncogenic 
and pro-fibrotic properties of cIAP1 dependent on its interaction with TRAF2. 
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