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Résumé 
Le rôle de la matrice extracellulaire (MEC) du microenvironnement médullaire dans la 

chimiorésistance des leucémies lymphoblastiques aiguës de type T (T-ALL) n’est pas encore 

établi. Nos travaux ont permis de démontrer que le collagène, mais pas la fibronectine, induit la 

résistance des cellules T-ALL contre l’apoptose induite par la chimiothérapie. L’effet anti-

apoptotique du collagène est induit par l’intégrine α2β1. L’activation par le collagène de la voie 

MAPK/ERK mais pas PI3K/AKT est requise pour l’inhibition de l’apoptose mitochondriale 

induite par la doxorubicine et ceci grâce au maintien de la stabilité de la protéine anti-apoptotique 

Mcl-1 et à l’augmentation de l’expression du transporteur d’efflux des drogues ABCC1 (MRP-1). 

Le maintien de Mcl-1 par le collagène est dû à l’inhibition de la voie pro-apoptotique Rac1/ JNK 

induite par la doxorubicine. L’activation de la voie α2β1/ERK/Mcl-1 permet également la survie 

des cellules T-ALL en absence de facteurs de croissance. En conclusion, nos données suggèrent 

que l’intégrine α2β1 serait une voie importante dans l’induction de la chimiorésistance et la 

progression des leucémies T-ALL. 
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Abstract 

The role of the extracellular matrix (ECM) of the tumor microenvironment in the 

chemoresistance of T cell acute lymphoblastic leukemia (T-ALL) is not yet established. Through 

our results, we demonstrate that collagen, but not fibronectin, induces the resistance of T-ALL 

cells against apoptosis induced by chemotherapy. The anti-apoptotic effect of collagen is 

mediated by α2β1 integrin and is dependent on the activation of the MAPK/ERK pro-survival 

pathway but not of the PI3K/AKT pathway. Collagen induced MAPK/ERK pathway is required 

for the inhibition of the mitochondrial apoptosis induced by doxorubicin through the maintenance 

of the stability of the anti-apoptotic protein Mcl-1 and the up-regulation of doxorubicin efflux by 

the drug transporter ABCC1. Mcl-1 stabilization by collagen is du to the inhibition of Rac1/JNK 

pro-apoptotic pathway induced by doxorubicin. In addition to its role in chemoresistance, α2β1 

integrin ligation allows the survival of T-ALL cells in the absence of growth factors via 

ERK/Mcl-1 pathway. In conclusion, our data indicate that α2β1 integrin may constitute an 

important pathway favoring T-ALL leukemia chemoresistance and progression.  
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http://en.wikipedia.org/wiki/Radixin
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IFN-γ: Interferon-γ 

IGF-1: Insulin Growth Factor-1 

IL: Interleukin 

ILK: Integrin- Linked Kinase. 

IP3R: Inositol trisPhosphate Receptor 

IR: Insulin Receptor 

IRES: Internal Ribosome Entry Site 

JAK: JAnus Kinase 

JNK: c-Jun N-terminal Kinase 

LFA-1: Lymphocyte Function-associated Antigen-1  

LLC: Chronic Lymphoid Leukemia 

MAP2Ks: Mitogen-Activated Protein Kinase Kinases 

http://en.wikipedia.org/wiki/Ribosome
https://www.google.ca/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CCEQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FLymphocyte_function-associated_antigen_1&ei=J9KtU5_KA-PW8AHD7IDYBA&usg=AFQjCNH-hzghg2KdCrUP610mcsvQbfzVyA


xxiv 

MAP3Ks:  MAP Kinase Kinase Kinases 

MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinase 

Mcl-1: myeloid cell leukemia -1 

MDM- 2 : Murin Deux Minutes-2 

MDR-1: Multi-Drug Resistance protein-1 

MEC: Matrice Extra-Cellulaire. 

Mek-1/2: Mitogen-activated kinase/ERK kinase-1/2 

MKK: Mitogen-activated protein Kinase Kinase. 

MNK-1/2: MAP kinase-interacting Kinase-1/2. 

MMP : Matrix Métallo-Protéinases 

MOMP: Mitochondrial Outer Membrane Perméabilisation 

MRM: Maladie Résiduelle Minimale. 

MRP-1: Multidrug Resistance Protein-1  

mTOR: mammalian Target Of Rapamycin 

Myc: V-myc Myelocytomatosis viral oncogene homolog  

NADPH: Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate (sous la forme réduite) 

NF-κB: Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 

Noxa: Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein-1 

p21Cip1: CDK-interacting protein-1, polypeptide 21 Kda 

p27Kip1: Cyclin-dependent kinase inhibitor 1B, polypeptide 27 Kda 

p70S6K: Ribosomal protein S6 kinase, polypeptide 70kDa 

p130Cas: Crk-associated substrate, 130kda 

PARP: Poly (ADP-ribose) Polymerase 

PDK1: Phosphoinositide-3 Dependant Kinase -1 

PEST: Peptide sequence that is rich in proline (P), glutamic acid (E), serine (S), and threonine (T)  

P-gp: P-glycoprotein 

Ph+ALL: Philadelphia positive Acute Lymphoblastic Leukemia 

PI3K: Phosphatidyl-Inositol-4,5-bisphosphate3-Kinase  

PIDD: p53-induced protein with a Death Domain 

Pim-1: Proto-oncogene proviral integration site for moloney murine leukemia virus kinases 

PIP2: Phosphatidyl-Inositol-4,5-bi-Phosphate  

http://en.wikipedia.org/wiki/Mitogen-activated_protein_kinase
http://en.wikipedia.org/wiki/Peptide_sequence
http://en.wikipedia.org/wiki/Proline
http://en.wikipedia.org/wiki/Glutamic_acid
http://en.wikipedia.org/wiki/Serine
http://en.wikipedia.org/wiki/Threonine


     
 

xxv 
 

PIP3: Phosphatidyl-Inositol-3,4,5-tri-Phosphate  

PKA: Protein Kinase A 

PKB: Protein Kinase B 

PKC: Protein Kinase C 

PLCγ: Phospholipase Cγ 

PMA: Phorbol Myristate Acetate 

PP2A: Protein Phosphate-2A 

PTEN: Phosphatase and TENsin homolog. 

PUMA: P53 Upregulated Mediator of Apoptosis 

Rac1: Ras-related C3 botulinum toxin substrate 

Raf1: V-raf-1 murine leukemia viral oncogene homolog-1 

RAIDD: RIP associated ICH-1/CED-3-homologous protein with Death Domain 

RalB: Ras-related protein B 

Rap-1: Ras-proximate-1 or Ras-related protein-1 

Ras: Rat sarcoma 

RIAM: RAP1-Interacting Adaptor Molecule 

RE: Reticulum Endoplasmique 

RICTOR or mTOR Complex-2 (mTORC2) 

RhoA: Ras homolog family member A 

ROS: Reactive Oxygen Species 

RSK: Ribosomal S6 Kinase   

SCID: Severe Combined Immunodeficiency Disease 

SDF-1α: Stromal cell-Derived Factor -1α  

Shc: Src homology 2 domain containing transforming protein  

SCF: Stem Cell Factor 

sFRP-1: secreted Frizzled-Related Protein-1 

Smac/ Diablo: Second mitochondria-derived activator of caspases 

SP-1: Specificity Protein-1 

SPARC: Secreted Protein Acidic, and Rich in Cysteine 

Sos:  Son of sevenless 

Src: v-src avian sarcoma (Schmidt-Ruppin A-2) viral oncogene homolog 

http://en.wikipedia.org/wiki/Sarcoma
https://www.google.ca/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CBwQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FSecreted_frizzled-related_protein_1&ei=DyWtU_GMOeTL8QHXsoDQBw&usg=AFQjCNHklHZFOtI-5h9Ttvo3HtBfsPotNg


xxvi 

STAT: Signal Transducer and Activator of Transcription 

SYK: Spleen tyrosine Kinase 

T-ALL: T-cell Acute Lymphoblastic Leukemia 

TCR: T-Cell Receptor 

Tiam: T-lymphoma invasion and metastasis gene 

TNF-α: Tumor Necrosis Factor-α 

TNFR1: Tumor Necrosis Factor Receptor 

TORC2:  Transducers Of Regulated CREB activity-2 

TRAIL: Tumor necrosis factor-Related Apoptosis-Inducing Ligand 

VCAM-1: Vascular Cell Adhesion Molecule-1 

VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor 

XIAP: X-linked Inhibitor of Apoptosis Protein 

Wnt: Wingless-type MMTV integration site family 

Zap70: Zeta-chain (TCR) associated protein kinase 70kd



     
 

xxvii 
 

Remerciements 
Je commence par remercier profondément mon grand Dieu qui m’a procuré toutes les conditions 

de la réussite. J’exprime ma profonde reconnaissance pour mon directeur de recherche, Dr Fawzi 

Aoudjit qui m’a permis de travailler sur ce sujet si important du domaine de la biologie des 

cancers. Je ne pourrais jamais le remercier assez pour l’excellente qualité de sa supervision. 

Merci à tous les membres de l’équipe du Dr. Aoudjit, particulièrement  Dr. Nizar Chetoui et Dr. 

Marc Boivert pour leurs conseils. J’exprime ma reconnaissance profonde pour Mr. Chentir Amar, 

Dr. Jean Sévigny et Dr. Jacques Huot pour leurs échanges et encouragements. Merci également à 

tous les membres du CRRI et à toutes mes amies sur le campus de l’université Laval. 

 Un grand merci pour tous les membres de ma famille particulièrement mes frères et sœurs pour 

leur soutien et affection. J’exprime ma gratitude éternelle à mes très chers parents Amar et Ouiza 

et je leur dédie le fruit de mes 4 ans de travail soutenu.  





     
 

xxix 
 

Avant-propos 

La présente thèse contient la majeure partie de mes travaux de doctorat relatif au sujet 

abordé dans le résumé. Ces travaux sont contenus dans trois articles publiés et un quatrième 

en préparation. 

Chapitre II: The alpha2beta1 integrin promotes chemoresistance against doxorubicin 

in cancer cells through the extracellular-signal-regulated kinase (ERK) 

Auteurs: Dalila Naci, Mohammed-Amine El Azreq, Nizar Chetoui, Laura Lauden, 

François Sigaux, Dominique Charron, Reem Al-Daccak and Fawzi Aoudjit. 

Publié dans : J.Biol.Chem. 2012 May 18;287(21):17065-76. doi: 

10.1074/jbc.M112.349365 

Contribution: Dans cet article, j’ai effectué les manipulations relatives aux figures 1, 2, 4, 

S1, S2 et S3. J’ai réalisé le modèle présenté sur la figure 6.  J’ai participé à la planification 

des expériences, à l’analyse et l’interprétation des résultats. J’ai contribué à la rédaction et à 

la révision du manuscrit.  

 

Chapitre III: Collagen/beta1 integrin signaling up-regulates the ABCC1/MRP-1 

transporter in an ERK/MAPK-dependent manner. 

Les auteurs: Mohammed-Amine El Azreq, Dalila Naci, Fawzi Aoudjit. 

Paru dans: Mol.Biol.Cell. 2012 Sep;23(17):3473-84. doi: 10.1091/mbc.E12-02-0132 

Contribution: Dans cet article, j’ai effectué les expériences relatives à la lignée leucémique 

HSB2. J’ai participé à la planification des expériences, l’analyse et l’interprétation des 

résultats ainsi qu’à la révision du manuscrit.  

 

Chapitre IV: Alpha2beta1 integrin promotes resistance to topoisomerase inhibitors by 

inhibiting the Rac1/JNK pro-apoptotic pathway. 

Les auteurs: Dalila Naci et Fawzi Aoudjit 

Non encore publié (en préparation) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22457358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22787275


xxx 

Contribution: Dans cet article, j’ai effectué l’ensemble des manipulations qui ont mené aux 

figures présentées. J’ai contribué à la planification des expériences, l’analyse et 

l’interprétation des résultats ainsi qu’à la rédaction du manuscrit.  

 

Chapitre V: Alpha2beta1 integrin promotes malignant T cell survival and migration 

through the concomitant activation of ERK/Mcl-1 and p38 MAPK pathways. 

Les auteurs: Dalila Naci et Fawzi Aoudjit 

Publié dans : Cell.Signal. 2014 May 29;26(9):2008-2015. 

doi:10.1016/j.cellsig.2014.05.016. 

Contribution: Pour cet article, j’ai réalisé l’ensemble des manipulations qui ont mené aux 

figures présentées. J’ai participé à la planification des expériences, à l’analyse et 

l’interprétation des résultats ainsi qu’à la rédaction et la correction du manuscrit. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=alpha2beta1+integrin+leukemia+survival+p38+erk


     
 

1 
 

Chapitre I 

Introduction 

Les leucémies T-ALL et AML sont des leucémies agressives qui se développent 

essentiellement dans la moelle osseuse1,2. Les rechutes post-thérapeutiques des patients 

leucémiques demeurent fréquentes et sont particulièrement liées à la résistance des cellules 

malignes résiduelles à l’apoptose induite par la chimiothérapie3-6. La moelle osseuse est le 

site majeur de la maladie résiduelle minimale qui est fortement associé aux rechutes 

subséquentes des patients7,8. La moelle osseuse est riche en différents éléments de la 

matrice extracellulaire (MEC), essentiellement en collagène de type I qui est l’élément le 

plus abondant9,10. La MEC, via l’activation des récepteurs de la famille des intégrines β1, 

peut réguler  différents processus malins dont celui de la survie cellulaire 11.  Le rôle des 

intégrines dans la chimiorésistance des leucémies aiguës n’est pas encore clairement établi. 

Dans cette perspective, notre projet de thèse doctorale a porté sur l’étude du rôle des 

intégrines liant la MEC, particulièrement le collagène, dans la chimiorésistance des 

leucémies aiguës lymphoïdes de type T (T-ALL) et myéloïdes (AML). En lien avec nos 

objectifs de recherche, nous avons mis l’emphase, dans cette introduction, sur la description 

des leucémies aiguës, le rôle de l’apoptose dans la régulation de la réponse des cancers à la 

thérapie, ainsi que sur le rôle des intégrines liant la MEC dans  la régulation de la survie et 

la chimiorésistance tumorale. 

1.1 Leucémies aiguës 

1.1.1 Définition et prévalence  

Les leucémies aiguës constituent un sous-groupe d’hémopathies malignes dérivant de la 

transformation oncogénique des cellules souches ou des progénitures hématopoïétiques 

lymphoïdes ou myéloïdes à différents stades de développement (Figure 1)12,13. Ce sont des 

maladies hétérogènes au niveau génétique, biologique, clinique et pronostique14,15. Elles 

sont subdivisées en fonction de critères immuno-phénotypiques et cytogénétiques en quatre 

grands groupes ; les leucémies lymphoblastiques aiguës de type T ou B (T-ALL, B-ALL), 
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les leucémies myéloïdes aiguës (AML), les leucémies lymphoïdes chroniques T ou B 

(CLL) et les leucémies myéloïdes chroniques (CML)16. Les leucémies aiguës ALL et AML 

sont plus agressives que les leucémies chroniques à cause de leur croissance et évolution 

plus rapide. 

Selon les statistiques de la société américaine du cancer, une augmentation d’incidence 

annuelle de 1% de leucémies aigues a été notée au cours des dix dernières années17. 

L’AML est la leucémie la plus prévalente, avec 48 610 nouveaux cas enregistrés en 2013, 

comparativement à 6 070 cas de ALL. Au Canada, 5 800 patients  ont reçu un diagnostic de 

leucémies selon les statistiques récentes de la société canadienne sur le cancer, dont 27% de 

AML et 10% de ALL. Malgré l’augmentation de la qualité des procédures diagnostiques et 

thérapeutiques, les taux de mortalité demeurent élevés ; 14 590 cas de décès par la leucémie 

AML et 1 430 cas de décès par la leucémie ALL sont estimés annuellement aux USA. Les 

leucémies ALL et AML peuvent atteindre les deux tranches d'âges; enfants et adultes12,13,16. 

L’ALL est plus fréquente chez les enfants de bas âge (2-10 ans) où elle représente 34% des 

cancers pédiatriques selon les statistiques canadiennes sur le cancer. Par contre, l’AML 

survient le plus souvent chez les adultes de plus de 60 ans. Les T-ALL sont peu communes 

comparativement aux B-ALL (1/3 des cas) mais l’immuno-phénotype T est le plus 

fréquemment associé au mauvais pronostic des patients. 

1.1.2  Développement des leucémies 

Le développement leucémique inspire plusieurs de ses aspects de la hiérarchie de 

l’hématopoïèse ou de la thymopoïèse normale (Figure 1)18,19. Il est induit par une 

accumulation séquentielle et à long terme d’un ensemble de lésions génétiques et 

épigénétiques qui affectent les progéniteurs hématopoïétiques normaux15,20. La moelle 

osseuse est considérée comme l’organe primaire impliqué dans la transformation maligne 

des progéniteurs lymphoïdes B et myéloïdes et l’induction des leucémies B-ALL et 

AML1,2,13,21.  Dans le cas des leucémies T-ALL, il a été suggéré que les progéniteurs 

lymphoïdes de type T deviennent malins dans le thymus qui est l’organe primaire de la 

maturation des lymphocytes T 21-23. En plus de son rôle dans le développement leucémique, 

https://www.google.ca/search?biw=1024&bih=667&q=deux+tranches+d%27%C3%A2ges&spell=1&sa=X&ei=yBwiVMHFDMOSyASHo4DoAw&ved=0CBkQvwUoAA
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la moelle osseuse est l’un des sites primordiaux favorisant l’évolution des leucémies ALL 

et AML 1,2.  

 

Figure 1 :L'hématopoïèse normale et leucémique (Inspirée de Wang et al. 2005)24 
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Les leucémies aiguës sont des pathologies rapidement fatales si elles ne sont pas maîtrisées 

thérapeutiquement. Les cellules leucémiques ont tendance à se greffer au niveau de la 

moelle osseuse rouge médullaire, site actif de l’hématopoïèse25. A ce niveau, elles entrent 

en compétition avec les cellules hématopoïétiques normales pour les nutriments, l’oxygène 

et les facteurs de croissance causant, par leur prolifération anarchique, une répression de la 

genèse des leucocytes, des érythrocytes et des plaquettes25,26. En conséquence, des déficits 

dans les différents types de cellules sanguines apparaissent et sont à l’origine des infections 

répétitives, de l’anémie et des saignements qui surviennent chez les patients. Ces 

symptômes sont les signes majeurs révélateurs de la croissance leucémique. 

À des stades avancés de la maladie et en absence d’une thérapie efficace, les cellules 

malignes peuvent se disséminer par voie sanguine et lymphatique et coloniser d’autres sites 

extra-médullaires27-29. Ces derniers sont généralement des organes hautement vascularisés, 

de type lymphoïde tels que les ganglions lymphatiques et la rate, ou parenchymateux tels 

que les reins, les poumons et le foie. L’invasion du système nerveux central (SNC) est la 

complication  la plus redoutable sur le plan thérapeutique à cause de la faible distribution 

des molécules médicamenteuses à travers la barrière hémato-encéphalique13,30. 

1.1.3 Structure de la moelle osseuse 

La moelle osseuse est l’organe primaire d’initiation, de développement et de progression 

des hémopathies malignes2,31,32. Elle est localisée au niveau de la zone trabéculaire des os 

longs et plats (Figure 2A)33. Les niches médullaires sont des régions dites endo-

vasculaires, subdivisées en deux niches relativement intriquées, la niche endostéale et la 

niche vasculaire (Figure 2B). Les cellules leucémiques adoptent un comportement 

similaire à celui des cellules hématopoïétiques34,35. Elles sont principalement localisées au 

niveau des niches vasculaires, où leurs contacts avec les cellules endothéliales, l’oxygène, 

les facteurs nutritifs et de croissance garantissent leur survie et prolifération. Une fraction 

minoritaire se loge en état de quiescence au niveau des niches endostéales.  

https://www.google.ca/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CBwQFjAA&url=http%3A%2F%2Fgrammaire.reverso.net%2F2_1_60_ou_ou.shtml&ei=c_G4U6yEIoSc8QGWzYCgCg&usg=AFQjCNEuRJQAXuo0Bo6jOfFBG9__2HaC9g&sig2=3IkuyWhZQonm1E5r3CkUWA
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Figure 2 : Architecture de la moelle osseuse. (A) La structure de l’os trabéculaire 
(Tokoyoda et al. 2010)36 (B) L’organisation des niches médullaires (Morrison et al. 

2014)33.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tokoyoda%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20154734
http://www.nature.com/nature/journal/v505/n7483/fig_tab/nature12984_ft.html#auth-1
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On distingue  trois types de cellules au sein de la moelle : les cellules mésenchymateuses, 

endothéliales et immunitaires35,37. Les cellules souches mésenchymateuses médullaires 

(bone marrow mesenchymal stem cells ou BMSC) sont les principales cellules capables de 

reproduire l’architecture du microenvironnement hématopoïétique ex vivo38-40. Ces cellules 

jouent un rôle important dans la progression des tumeurs solides et des  hémopathies 

malignes41. Comparativement aux BMSC provenant de donneurs sains, les cellules BMSC 

de patients leucémiques sont caractérisées par plusieurs anomalies génétiques et 

fonctionnelles qui favorisent la croissance et la chimiorésistance leucémique42. Ce sont des 

cellules multi-potentes, à partir desquelles dérivent les autres types cellulaires 

ostéoblastiques, adipocytaires et fibroblastiques43. Ces cellules peuvent secréter différents 

facteurs solubles (hormones, facteurs de croissances, cytokines et chimiokines). Comme les 

cellules fibroblastiques, les cellules BMSC sont une source majeure des protéines de la 

matrice extracellulaire (MEC)9,37,44 (Figure 2B). Ensemble, les facteurs solubles et la MEC 

jouent un rôle crucial dans les communications intercellulaires et dans la régulation 

autocrine et paracrine de la survie, la croissance, la différenciation et la migration intra- et 

extra-médullaire des progénitures hématopoïétiques normaux et malins.  

Le stroma médullaire est d’architecture complexe dont la charpente est formée par les  

différents éléments de la MEC9,45,46. Ces derniers sont distribués au niveau des deux zones 

vasculaire et endostéale de la moelle osseuse. Le collagène de type I est parmi les 

constituants les plus abondamment produits par les cellules BMSC10,44,46. L’analyse de la 

distribution de la MEC sur des biopsies de moelle osseuse murine, démontre que le 

collagène de type I est principalement localisé au niveau de la région endostéale et péri-

osseuse mais qu’il est peu retrouvé au niveau de la région vasculaire45. Il adopte au niveau 

des cavités hématopoïétiques une structure fibrillaire généralement en association avec les 

autres éléments matriciels tels que la fibronectine, l’ostéopontine et SPARC (Secreted 

Protein Acidic, and Rich in Cysteine) (Figure 3A)47-52. Le collagène existe aussi sous 

forme soluble, dérivant du processus du remodelage de la MEC assuré par les métallo-

protéinases (MMP) produites par les leucocytes malins et les cellules stromales53-55. La 

dégradation du collagène médullaire peut être potentialisée sous l’effet de certaines drogues 

telles que les glucorticoïdes, drogues fréquemment utilisées dans le traitement des ALL56,57. 

Dans ce contexte, une augmentation des niveaux de fragments de collagène de type I peut 
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favoriser la croissance tumorale du myélome multiple au niveau médullaire et des 

lymphomes au niveau des ganglions lymphatiques52,58. Le collagène de type IV est un autre 

type de collagène non fibrillaire qui est plus abondant au niveau de la membrane basale des 

vaisseaux sanguins, où il forme un réseau non fibrillaire avec les laminine-8 et-10 (Figure 

3B)10. Contrairement au collagène de type I, le collagène de type IV est particulièrement 

abondant au niveau de la zone vasculaire des niches médullaires. La fibronectine peut 

exister sous deux formes ; une forme fibrillaire dans les tissus conjonctifs et médullaire et 

une forme  soluble au niveau du plasma (Figure 3C)59,60. Elle est distribuée dans des zones 

vasculaires et endostéales. 

La moelle osseuse subit plusieurs changements structuraux et fonctionnels au cours de 

l’évolution leucémique37,61-64. L’analyse de biopsies médullaires de patients AML montre 

fréquemment une augmentation du nombre des fibroblastes associée à une augmentation de 

la synthèse et de la déposition aberrante du collagène de type I et de la fibronectine65. Ces 

dépôts peuvent être à l’origine du développement d’une myélofibrose osseuse. 

La myélofibrose osseuse est l’une des complications rares mais de mauvais pronostic pour 

les patients AML66,67. Ces dépôts sont similaires à ceux notés sur les ganglions 

lymphatiques et de la rate de patients atteints de lymphomes non hodgkiniens68. Une 

synthèse et une localisation  aberrante du collagène de type IV et de la fibronectine ont été 

également mises en évidence sur les biopsies de moelle dérivant de patients atteints de 

myélome multiple69. Ces données soulignent l’abondance du collagène au niveau 

médullaire dont la production peut être potentialisée par les processus leucémiques. 

Cependant, le rôle de cette matrice dans la pathogénèse des hémopathies malignes n’est pas 

encore établi. 
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Figure 3 : Expression  du collagène et de la fibronectine au niveau médullaire. (A-B) 
Analyse par radio-immunofluorescence (A-B) de la distribution du collagène de type I 
filamenteux (A) et du collagène de type IV localisé au niveau vasculaire de structure non 
filamenteuse (B). (C) Analyse par immunohistochimie de la localisation de la fibronectine 
(flèches). Les biopsies de la moelle osseuse proviennent de volontaires sains (Klein et al. 
1995 et Van der Velde-Zimmermann et al. 199710,60). 

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Klein%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7655006
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Van%20der%20Velde-Zimmermann%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9013713
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1.1.4  Traitement des leucémies 

Les protocoles utilisés en chimiothérapie anti-leucémique sont basés sur l’administration 

concomitante de différentes drogues cytotoxiques ciblant majoritairement les cellules en 

division (Tableau 1). Parmi les drogues fréquemment utilisées pour le traitement des 

leucémies ALL, on distingue les glucocorticoïdes (prednisone, dexaméthasone), les dérivés 

alcaloïdes de la Vinca (vincristine, vinblastine), la L-asparaginase, les anthracyclines 

(doxorubicine, daunorubicine, idarubine) et les anti-métabolites (méthotrexate)13. Pour les 

AML, les protocoles thérapeutiques incluent, à ce jour, l’utilisation de l’analogue 

nucléosidique cytarabine C (Ara-C) en combinaison avec une anthracycline (doxorubicine, 

daunorubicine ou idarubine)70,71. Certains cas cliniques nécessitent un recours 

supplémentaire à la radiothérapie et au méthotrexate.  

Les traitements sont donnés en deux phases; une phase d’induction-rémission visant 

l’élimination de la  majorité des cellules leucémiques sanguines et tissulaires13,70,71.  

Une deuxième phase dite de consolidation qui consiste en un ensemble de cures 

programmées ciblant  l’éradication des cellules résiduelles séquestrées au niveau tissulaire.  

En outre, de nouvelles thérapies anti-leucémiques sont actuellement introduites. Les 

inhibiteurs des tyrosine kinases (imatinib et dasatinib) sont utilisés chez les patients CML et 

ALL positifs pour le chromosome Philadelphia (fusion BCR–ABL1)13,72. La FDA (Food 

and Drug Administration) a récemment autorisée l’utilisation de certains analogues 

nucléosidiques (Cloféramide et Nélaramide) pour le traitement des patients leucémiques T-

ALL réfractaires à la chimiothérapie classique73.  

En cas d’inefficacité de la chimiothérapie, la transplantation de la moelle osseuse demeure 

le remède anti-leucémique ultime13,73,74. Les transplantations allogéniques et autologues ont 

permis une nette amélioration de la survie à long terme des patients, soit de 30-40 et 25-

30%, respectivement74. Cependant, ce traitement est souvent limité par le manque de 

donneurs compatibles et il est souvent compliqué par la réaction du greffon contre l’hôte 

(graft versus host disease ou GVHD).  
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Tableau 1: Les drogues fréquemment utilisées dans les protocoles de la 
chimiothérapie anti-leucémique. (d’après Inaba et al., 201313, Lin et al. 201270, Peloquin 
et al. 201371) 
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1.1.5  Fréquence des rechutes 

L’application des protocoles de la chimiothérapie intensive a permis une amélioration 

considérable de la survie des patients leucémiques. Ceci a été noté essentiellement chez les 

enfants de bas âge où les remissions à long terme ont  atteint des pourcentages de près de 

80%73,75. Cependant, les niveaux de rechutes restent alarmants surtout chez la population 

adulte où les pourcentages de rechutes chez les patients AML et ALL peuvent atteindre 40-

60%. La fréquence des rechutes chez les enfants est aussi remarquable et elle est de l’ordre 

de 20-25%. Généralement, ces récidives surviennent au cours des deux premières années 

post-rémission. 

La cause majeure de ces rechutes est la chimiorésistance des cellules leucémiques76,77. En 

effet, les protocoles chimio-thérapeutiques arrivent à éliminer la majorité des blastes. 

Cependant, une population minoritaire de cellules, dites résiduelles, demeure séquestrée au 

niveau tissulaire. Ces cellules peuvent survivre et croitre lorsque les conditions 

environnementales deviennent favorables, redonnant ainsi la maladie chez les patients. Les 

leucémies qui apparaissent après rechutes sont habituellement plus agressives que les 

leucémies primaires76,78. En effet, les clones malins secondaires responsables des rechutes 

sont caractérisés par différentes altérations génétiques et épigénétiques favorisant leur 

croissance, leur dissémination et leur résistance à la thérapie13. Ces propriétés entravent 

l’élimination de ces clones par la thérapie classique, d’où la nécessité de développer de 

nouvelles stratégies thérapeutiques plus spécifiques. 

1.1.6 Implication de la moelle osseuse dans l’induction des rechutes post-

thérapeutiques 

Malgré leur importance dans le développement leucémique, les lésions génétiques ne 

seraient pas, à elles seules suffisantes pour l’induction de  la chimiorésistance des 

leucémies79,80. Il est de plus en plus évident que la localisation tissulaire des cellules 

leucémiques est importante pour leur protection contre la chimiothérapie et pour la 

persistance de la maladie résiduelle minimale. 
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La maladie résiduelle minimale (MRM) est détectée le plus souvent au niveau de la moelle 

osseuse mais peut être retrouvée dans d’autres organes tels que le système nerveux 

central7,8,37,81. La maladie résiduelle minimale est un paramètre permettant la mesure de la 

réponse des patients à la thérapie et consiste à l’évaluation du nombre de cellules 

leucémiques résiduelles au niveau de la moelle osseuse après quelques jours à quelques 

semaines suivant la fin de l’administration de la thérapie13,82. La cytométrie en flux 

multiparamétrique et la PCR sont parmi les outils sensibles les plus utilisés pour la 

détection du nombre infime des cellules restantes. L’importance de la mesure du MRM se 

révèle par le fait que c’est un facteur de risque indépendant de l’incidence des rechutes chez 

les patients leucémiques3,7. Un pourcentage de MRM supérieur ou égal à 0.01% indique 

une probabilité de 70% d’incidence de rechutes précoces  qui apparaissent dans les deux 

ans, comparativement à une possibilité de 28% chez les personnes avec une MRM 

inférieure à 0.01%3,13. Selon ces constats, le défi actuel demeure l’éradication de la maladie 

résiduelle au niveau médullaire, surtout que le pronostic vital des patients après récidives 

est défavorable en raison de l’absence de thérapies alternatives efficaces4,73.  

A l’état actuel des connaissances, la moelle osseuse est considérée comme étant le site 

principal favorisant la séquestration et le maintien de la survie des cellules leucémiques 

résiduelles8,32,37. Certaines études ont montré que la zone endostéale est une zone de 

quiescence des cellules leucémiques favorisant leur échappement aux cures chimio-

thérapeutiques. En effet, par l’utilisation d’un modèle in vivo, le groupe du Dr. Sipkins a 

montré que l’adhésion des cellules B-ALL de la lignée Nalm-6 à l’ostéopontine de la 

région endostéale induit l’arrêt de cycle cellulaire et la protection de ces cellules contre 

l’apoptose induite par la cytarabine51. Des résultats similaires ont été trouvés par Ishikawa 

et al. et Wu et al. dans le cadre des leucémies AML83,84. D’autres travaux ont montré que la 

zone vasculaire est aussi importante dans l’induction de la chimiorésistance des cellules 

résiduelles85,86. Ce constat est expliqué par la capacité des cellules endothéliales et 

mésenchymateuses, abondantes à ce niveau, à promouvoir  l’expression de facteurs de 

survie par les cellules leucémiques. 

Cependant, les mécanismes par lesquels le microenvironnement médullaire protège les 

cellules leucémiques contre l’action génotoxique et cytotoxique de la chimiothérapie ne 

http://bloodjournal.hematologylibrary.org/search?author1=Dorothy+A.+Sipkins&sortspec=date&submit=Submit
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sont pas encore bien établis.  Comme les autres cellules malignes, les cellules leucémiques 

sont caractérisées par leur résistance à l’apoptose87,88. Cette propriété joue un rôle crucial 

dans le développement et la progression des leucémies en dépit des conditions limitantes du 

microenvironnement tumoral (déficit en nutriments, en facteurs de croissance, en oxygène, 

acidité lactique et défenses immunitaires). Également, la résistance à l’apoptose est l’une 

des causes majeures expliquant la maladie résiduelle minimale et les rechutes post-

thérapeutiques des patients leucémiques89-91. En effet, l’apoptose est le mécanisme majeur 

d’induction de la mort cellulaire par les différentes drogues utilisées en chimiothérapie 

anticancéreuse92. La capacité des cellules leucémiques à inhiber l’apoptose explique en 

partie leur résistance aux différentes drogues thérapeutiques89,93. Nous traiterons dans la 

section suivante, du concept de l’apoptose et de la résistance des cellules leucémiques à 

l’apoptose induite par la chimiothérapie. 

1.2  Apoptose  

1.2.1 Définition 

La mort cellulaire programmée de type I ou l’apoptose, est un programme de suicide 

cellulaire destiné à éliminer les cellules inutiles ou malsaines de l’organisme en 

développement ou celles subissant un stress cellulaire94. L’apoptose joue un rôle essentiel 

dans la régulation de nombreux processus biologiques, tels que le développement 

embryonnaire, la réponse immunitaire, l'homéostasie tissulaire et hématopoïétique. Le 

défaut d’induction de l’apoptose est l’une des caractéristiques majeures permettant le 

développement et la progression des cancers87,95.   

L'initiation et l'exécution de l’apoptose sont assurées par deux voies principales ; la voie 

intrinsèque dite aussi mitochondriale et la voie extrinsèque qui fait intervenir l’activation 

des récepteurs de mort de la famille du TNFR (Fas, TRAIL-R et TNFR) (Figure 4)94,95. 

Ces deux voies sont connues pour dépendre de l’activité protéolytique des caspases (ou 

cysteine-dependent aspartate-directed proteases) qui sont les protéases responsables de la 

désintégration et de la mort cellulaire.  
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Bien qu’il existe d’autres voies d’induction de la mort cellulaire et qui peuvent être 

indépendantes des caspases comme la nécrose ou la mitose catastrophique96, elles ne seront 

pas développées dans cette thèse puisque l’apoptose est la voie majeure qui est activée par 

la chimiothérapie97-99. 

1.2.2 La voie intrinsèque d’apoptose 

La voie intrinsèque d’apoptose s’initie par la perméabilisation de la membrane externe de la 

mitochondrie et la libération au niveau cytoplasmique des différentes protéines pro-

apoptotiques dont  principalement le cytochrome C, les peptides Smac/Diablo et AIF 

(Apoptosis inducing factor)94,95. Dans le cytosol, le cytochrome C se lie aux protéines 

Apaf-1 et pro-caspase- 9, menant ainsi à la formation du complexe multimoléculaire dit 

apoptosome. 

La disposition des molécules caspases-9 natives au sein de ce complexe, favorise leur 

dimérisation et auto-activation100. La caspase-9 est la caspase d’initiation de la voie 

mitochondriale qui une fois activée, va assurer l’activation protéolytique des caspases 

effectrices comme les caspases-3, -7 et -6 (Figure 4).  

En plus du cytochrome C, les peptides Smac/Diablo sont importants pour l’activation des 

caspases via leur habilité à se lier et à bloquer les protéines inhibitrices des caspases 

(IAPs)101. Par ailleurs, le relargage du facteur AIF de la mitochondrie induit une altération 

du métabolisme énergétique et une augmentation de la synthèse des radicaux oxygénés 

(ROS) au niveau mitochondrial102. Ces derniers favorisent la perméabilisation de la 

mitochondrie. De plus, il a été démontré que l’AIF peut se lier directement à l’ADN et aux 

protéines; la cyclophiline A et l’histone H2AX, contribuant de cette façon à la condensation 

de la chromatine et la fragmentation subséquente de l’ADN102,103.  

Dans certains contextes, la caspase-2 peut agir comme une caspase d’initiation de la voie 

intrinsèque et induire via sa localisation mitochondriale et le clivage de Bid, la perte de 

l’intégrité de la mitochondrie et ainsi, l’activation de la caspase-9104-108. Les mécanismes 

régulant l’activation et l’activité de la caspase-2 ne sont pas encore bien établis. Dans ce 
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contexte, il a été démontré que les protéines RAIDD et PIDD sont parmi les protéines 

impliquées dans la régulation de l’activation de la caspase-2109.  

 

 

Figure 4 : Mécanismes moléculaires d'induction des deux voies apoptotiques; 
intrinsèque (mitochondriale) et extrinsèque (assurée par les récepteurs de mort). 

(Tirée de Greenstein  et al. 2002)110. 
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1.2.3 Régulation de l’apoptose mitochondriale par les protéines de la 
famille Bcl-2 

1.2.3.1 Structure et fonctions des protéines de la famille Bcl-2  

L’apoptose intrinsèque peut être régulée à différent niveaux; cytoplasmique, mitochondrial 

et nucléaire111,112. Les protéines de la famille Bcl-2 sont les acteurs principaux contrôlant la 

perméabilisation de la mitochondrie113,114. Ces protéines sont caractérisées par la possession 

d’un ou de plusieurs domaines α-hélicoïdales dit BH (Bcl-2 homology domain). Ces 

domaines régissent l’établissement d’interactions homotypiques et hétérotopiques entre les 

protéines de cette famille. D’un point de vue structurel et fonctionnel, les protéines de la 

famille Bcl-2 sont subdivisées en trois groupes (Figure 5); les protéines anti-apoptotiques à 

3-4 domaines BH (Bcl- 2, Bcl- xL, Bcl-W, Mcl-1 et Bcl2A1) qui maintiennent l’intégrité 

de la mitochondrie en bloquant l’activité des membres pro-apoptotiques, les protéines pro-

apoptotiques effectrices ayant de 3 à 4 domaines BH (Bax, Bak et Bok) qui peuvent, à l’état 

actif, se polymériser et induire la perforation de la membrane mitochondriale et le 3ème 

groupe des protéines à domaine BH3 ou les « BH3 only » qui partagent le troisième 

domaine d’homologie (BH3)115.  

Les protéines BH3 assurent la régulation du fonctionnement des deux autres groupes de la 

famille Bcl-2, soit en activant directement les effecteurs pro-apoptotiques Bak et Bax (cas 

des protéines BID, BIM et PUMA dites les protéines à domaine BH3 activatrices), soit en 

inhibant l'activité des protéines anti-apoptotiques sans s’engager directement avec les 

effecteurs pro-apoptotiques (cas des protéines BAD, BIK, BMF, HRK et Noxa)116.  

Les protéines à domaine BH3 de ce dernier sous-groupe sont connues comme étant des 

protéines à domaine BH3 sensibilisatrices car elles n’interviennent pas directement dans 

l’exécution de la perméabilisation mitochondriale  ni dans l’activation de Bak et Bax mais 

elles assurent la perturbation des complexes existants des protéines anti-apoptotiques avec 

les protéines pro-apoptotiques et le blocage des protéines anti-apoptotiques libres (Figure 

6)113,115,116. 
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Figure 5 : Structure et classification des protéines de la famille Bcl-2 (Anvekar et al. 
2011)117 

 

Au cours de la mort cellulaire par apoptose, les signaux de stress induisent une 

augmentation de la synthèse et de l’activité des protéines Bcl-2 pro-apoptotiques et une 

diminution des protéines Bcl-2 anti-apoptotiques. En effet, les déficits en nutriments ou en 

facteurs de croissance, de même que les drogues endommageant l’ADN causent une 

augmentation des niveaux d’expression et d’activité des protéines Bim, Bid, Puma et Noxa 

et une diminution de celles des protéines Bcl-2 et Mcl-1118-120. De ce fait, l’accumulation 

des protéines à domaine BH3 mène à l’inhibition des protéines Bcl-2 anti-apoptotiques et à 

l’activation des protéines effectrices Bak et Bax. Une fois activées, les protéines Bak et Bax 

forment des oligomères ou des pores transmembranaires qui vont perméabiliser la 

membrane mitochondriale induisant ainsi la libération des protéines pro-apoptotiques; le 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Anvekar%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22268005
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cytochrome C, Smac/Diablo et AIF au niveau du cytoplasme (Figure 6)113. La 

perméabilisation de la mitochondrie est considérée par certains auteurs comme étant un 

point de non-retour lors des processus d'autodestruction cellulaire. Elle peut toutefois être 

renversée dans les cellules cancéreuses par une augmentation des niveaux d’expression des 

protéines Bcl-2 anti-apoptotiques121. 

 

 

Figure 6 : La régulation de la perméabilisation de la membrane mitochondriale par 
les membres de la famille Bcl-2 (Moldoveanu et al. 2014)113. Les agents de stress peuvent 
induire la mort cellulaire via l’induction des protéines Bcl-2 à domaine BH3. Ces derniers 
assurent une inhibition des membres Bcl-2 anti-apoptotiques et l’activation des protéines 
pro-apoptotiques Bak et Bax. L’activation et la polymérisation de Bax et Bak mène à la 
libération des facteurs pro-apoptotiques, comme le cytochrome C qui joue un rôle 
important dans l’exécution de l’apoptose mitochondriale. 
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Les protéines de la famille Bcl-2 démontrent une certaine spécificité d’interactions entre 

elles, liée en partie à la structure moléculaire du domaine BH3, au type et au contexte 

cellulaire (Figure 7)122,123. Contrairement aux protéines Bim, Bid et Puma qui peuvent 

interagir avec toutes les protéines Bcl-2 anti-apoptotiques, l’action inhibitrice des autres 

protéines à domaine BH3 est plus restreinte. Par exemple, Bad  interagit essentiellement 

avec les protéines Bcl-2, Bcl-xL alors que Noxa se lie presque exclusivement aux protéines 

Mcl-1 et Bcl-2A1. Dans le même ordre, Bax peut interagir avec Bcl-2, Bcl-xL et Mcl-1, 

alors que Bak démontre plus d’affinité pour Mcl-1, Bcl-2A1 et Bcl-xL.  

 

 

Figure 7 : Spécificité des interactions entre les protéines anti-apoptotiques et pro-
apoptotiques de la famille Bcl-2 (Czabotar et al. 2014)122. 

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Czabotar%20PE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24355989
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En plus de leur rôle dans la perméabilisation mitochondriale, les formes  actives de Bak et 

Bax peuvent promouvoir l’apoptose des cellules via l’induction de la division des 

mitochondries, processus nommé fission mitochondriale124. L’exécution de ce processus est 

inhibée en présence des membres anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 dont la protéine 

Mcl-1 qui, en coopération avec la protéine Bcl-2, peut favoriser la fusion entre les 

mitochondries, l’augmentation de la respiration énergétique et ainsi de la survie 

cellulaire125.  

Par ailleurs, en plus de leur localisation cytosolique et mitochondriale, les protéines de la 

famille Bcl-2 sont largement détectées à la surface du réticulum endoplasmique (RE)126. 

Cette position leur donne l’opportunité de réguler le fonctionnement des récepteurs IP3 

(IP3R) et la libération du Ca2+ dans le cytoplasme. En effet, à l’état basal, les récepteurs 

IP3R sont inhibés via leurs interactions avec les protéines anti-apoptotiques Bcl-2, Bcl-xL 

et Mcl-1. Cependant, en présence d’un agent de stress affectant le RE, ces récepteurs sont 

activés en partie via l’action des protéines Bcl-2 pro-apoptotiques (Bak, Bax et Bim). Cette 

activation engendre la libération du Ca2+ au niveau cytoplasmique et son accumulation 

subséquente au niveau du stroma mitochondriale. Cet évènement potentialise la 

perméabilisation de la paroi mitochondriale. Selon certains travaux, l’augmentation des 

niveaux du Ca2+ dans le cytosol contribue également à l’activation des caspases-9 et -3 et 

de la calpaïne127.  

Les protéines de la famille Bcl-2 se localisent également au niveau de la membrane ou de la 

matrice nucléaire mais leur rôle à ces niveaux n’est pas encore clairement établi128. Des 

interactions directes sont observées entre la protéine Bcl-2 et les facteurs P53 et 

PARP129,130.  Une accumulation des protéines Mcl-1 et du phospho-Bcl-xL (serine 62) au 

niveau nucléaire a aussi été notée en réponse des cellules aux dommages de l’ADN128,131. 

Dans ce contexte, Mcl-1 et phospho-Bcl-xL (ser62) semblent jouer un rôle dans l’induction 

de l’arrêt du cycle cellulaire via la régulation de l’activation de la checkpoint kinase-1 

(Chk1) et de la kinase dépendante de la cycline-1 (Cdk1) respectivement. Selon ces études,  

les protéines Bcl-2 anti-apoptotiques seraient impliquées dans la régulation des processus 

de réparations de l’ADN.  
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Les protéines de la famille Bcl-2 sont importantes pour le développement et la progression 

des tumeurs solides et leucémiques95. En plus de leur rôle dans la survie, ces protéines 

peuvent réguler divers autres processus de survie, de prolifération, de métabolisme et de 

migration132,133. L’augmentation de la synthèse des protéines Bcl-xL et Mcl-1 et l’inhibition 

de Bim et Puma sont des observations courantes dans les cancers, favorisant la survie à 

long terme des tumeurs et leur évolution génétique sous les différentes conditions de stress 

environnementales121. Comme nous le verrons plus loin, les protéines Bcl-2 sont également 

importantes pour l’induction de la chimiorésistance leucémique. 

1.2.3.2  La régulation de l’expression des protéines Bcl-2 

En réponse aux conditions environnementales, les protéines de la famille Bcl-2 peuvent être 

régulées à plusieurs niveaux soit transcriptionel, post-transcriptionel et post-

traductionnel134. Sur le plan transcriptionel, les facteurs de transcription NF-κB, STAT-3, 

STAT-5, CREB, HIF-1α sont parmi les facteurs majeurs augmentant les niveaux 

d’expression des protéines Bcl-2 anti-apoptotiques (Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1, Bcl-2A). Ces 

facteurs de transcription sont généralement activés par les voies de survie JAK/STAT, 

PI3K/AKT et MAPK/ERK. Le facteur de transcription P53 est l’un des facteurs principaux 

activant l’apoptose mitochondriale et extrinsèque. A l’état actif, il réprime la transcription 

de la protéine Bcl-2 et augmente celles de Fas, Bax, Puma et Noxa135. De plus, les facteurs 

de transcription FOXOs sont souvent activés par les voies de stress MAPK/JNK et p38 et 

sont impliqués dans l’induction de l’apoptose en partie via l’augmentation des niveaux de 

Bim et de Puma136.  

Sur le plan post-transcriptionel, les ribonucléo-protéines et les micro-ARN jouent un rôle 

important dans la régulation de la stabilité de l’ARNm des membres de la famille Bcl-2. 

Dans ce contexte, il a été démontré que les niveaux de la protéine Bcl-2 peuvent être 

augmentés par l’action de la nucléoline, qui est une ribonucléo-protéine stabilisant l’ARNm 

de Bcl-2137. La perte du micro-ARN miR-29 favorise l’augmentation de l’expression de 

Mcl-1 dans les leucémies AML et les tumeurs solides138,139. Le micro-ARN miR17-92 

assure la répression de l’expression de Bim dans les cellules de lymphomes de type B140.  
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Par ailleurs, la régulation de la stabilité des protéines de la famille Bcl-2 est l’un des 

mécanismes les plus investigués et elle est assurée par l’action de différentes protéines 

kinases134. Mcl-1 est une protéine à demi-vie courte (1-3 h) dont la stabilité est augmentée 

par la voie MAPK/ERK qui induit la phosphorylation du domaine PEST du Mcl-1 au 

niveau des sites Thréonine-92 et Thréonine-163141. Ces modifications sont importantes 

pour le blocage de l’ubiquitination et la dégradation protéosomale de Mcl-1. Contrairement 

à Mcl-1, la voie ERK peut augmenter la dégradation protéosomale de la protéine BimEL (la 

forme de Bim extralongue) à travers sa  phosphorylation au niveau du site serine-69142.  

Les caspases sont aussi impliquées dans le control post-traductionnel des niveaux des 

protéines de la famille Bcl-2. Les caspases-8 et -2 peuvent induire le clivage Bid en tBid 

favorisant sa translocation au niveau mitochondrial et l’activation de Bak et Bax143,144. La 

caspase-3 peut aussi amplifier le signal pro-apoptotique via  le clivage des protéines Mcl-1, 

Bcl-2 et Bcl-xL et la libération de leurs fragments à propriétés pro-apoptotiques145,146. 

1.2.4  La voie extrinsèque d’apoptose 

La voie extrinsèque est activée suite à l’engagement des récepteurs de mort de la famille 

TNFR ; Fas, DR4/DR5 et TNFR1 (p55) avec leurs ligands respectifs FasL, TRAIL et TNF-

α94,95. Cette liaison conduit à l'assemblage d’un complexe membranaire de signalisation 

pro-apoptotique appelé le DISC (Death Inducing Signaling Complex). Ce dernier est formé 

de plusieurs protéines adaptatrices dont la protéine FADD (Fas-Associated protein with 

Death Domain). Cette dernière recrute via son domaine de mort DD (Death Domain) les 

molécules caspase-8 et/ou caspase-10 natives, qui sont les caspases d’initiation de la voie 

extrinsèque. Les interactions homotypiques des caspases-8 et -10 au sein du DISC 

entrainent leur activation et l’enchaînement du reste du processus protéolytique d’activation 

des caspases-3,-6 et-7 (Figure 4).  

Les cellules des mammifères présentent différents niveaux de sensibilité à la voie 

d’apoptose extrinsèque, ce qui semble être lié principalement aux niveaux d’expression et 

d’activation de la caspase-8147,148. Suivant cette logique, les cellules sont réparties en deux 

types, soit  I et II. Dans les cellules de type I, les niveaux d’expression et d'activation de la 
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caspase-8 sont optimaux pour engendrer l’activation des caspases effectrices et ainsi la 

mort cellulaire. Par contre, pour les cellules de type II telles que les cellules leucémiques de 

la lignée Jurkat, l’activation de la caspase-8 uniquement est insuffisante pour déclencher 

l’apoptose et nécessite l’activation concomitante de la voie mitochondriale. Dans ce 

contexte, l’action protéolytique de la caspase-8 va  promouvoir  le clivage de Bid en tBid  

et la libération de BIM et du BMF du cytosquelette tubulaire144,149,150. Ces protéines vont à 

leur tour promouvoir l’activation de Bak et Bax, l’induction de la perméabilisation 

mitochondriale et l’activation sous-jacente de la voie intrinsèque d’apoptose.  

De ce fait, la régulation de l’apoptose dans les cellules de type I est indépendante des 

protéines Bcl-2, contrairement aux cas des cellules de type II151. Quoi qu’il en soit, dans les 

deux types de cellules I et II, l’activation de la caspase-8 est importante pour l’exécution de 

l’apoptose extrinsèque. Cette étape est fortement régulée par la protéine c-FLIP (FLICE 

inhibitory protein) qui est l’homologue structural inactif de la caspase-8152,153. Lorsque les 

concentrations de c-FLIP sont suffisantes, il peut entrer en compétition avec la caspase-8 

pour sa liaison au FADD, inhibant le recrutement et l’activation de la caspase-8 au niveau 

du DISC.  

1.2.5  L’activation des caspases d’exécution 

Les deux voies apoptotiques intrinsèque et extrinsèque convergent vers la voie commune 

d’apoptose caractérisée par l'activation des caspases effectrices ou d’exécution (caspases-

3,-6 et -7)154. Ces enzymes existent dans la cellule à l’état de zymogènes ou pro-caspases. 

Leur activation survient suite à leur clivage par les caspases d’initiation de la voie 

mitochondriale (la caspase-9 ou la caspase-2) ou de la voie extrinsèque (la caspase-8 ou la 

caspase-10). Ces caspases sont des enzymes protéolytiques à large spectre de spécificité. La 

caspase-3 semble être l’enzyme la plus puissante qui assure l’activation en aval des 

caspases-6 et -7.  Ces enzymes sont  responsables de la dégradation des différents substrats 

impliqués dans la réparation de l’ADN et la survie cellulaire 155. Dans les cellules 

leucémiques des lignées Jurkat et U937, l’activation des caspases d’exécution par 

l’anticorps anti-Fas (CH11) ou par les agents génotoxiques; la lumière UV, l’étoposide ou 

la doxorubicine, induit la dégradation des protéines PARP, Raf1, AKT1, ERK, FAK, Bcl-2, 
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Mcl-1 et Bcl-xL156,157. Par ailleurs, l’action protéolytique des caspases sur l’activation des  

endonucléases et la destruction du cytosquelette d’actine et des lamines est à l’origine des 

différents signes caractérisant la mort cellulaire par apoptose dont la fragmentation d’ADN, 

la condensation de la chromatine et la formation de corps apoptotiques (Figure 4)155.  

La survie cellulaire peut être maintenue grâce à l’action des protéines de la famille des IAP 

(protéines inhibitrices de l’apoptose) dont principalement XIAP, c-IAP1, c-IAP2158. Ces 

dernières peuvent se lier directement aux caspases, via leur domaine BIR (baculovirus 

IAP repeat domain) et bloquer tant l’activation des pro-caspases que l’activité des caspases. 

XIAP est l’IAP la plus puissante pouvant inhiber les caspases-3, -7 et -9. De plus,  XIAP 

est parmi les protéines de survie les plus facilement induites en cas d’une stimulation pro-

apoptotique à cause de son ARNm qui contient des motifs IRES (internal ribosome entry 

site), empêchant l’inhibition de la traduction de l’ARNm de XIAP sous les conditions de 

stress159. Dans la famille IAPs, on retrouve également la survivine160. Cependant, cette 

dernière est plus impliquée dans la régulation du processus mitotique. En cas de stress, elle 

agit comme un cofacteur potentialisant l’activité anti-apoptotique des autres protéines IAPs 

(XIAP, cIAP-1/2)161,162.  

1.2.6 L’apoptose induite par la chimiothérapie 

L’apoptose est la voie majeure assurant la mort des cellules malignes par  les différentes 

drogues utilisées dans les protocoles de chimiothérapie anticancéreuse (Tableau 1)97,98. En 

parallèle, d’autres voies non apoptotiques peuvent être activées telles que l’autophagie, la 

nécrose, l’échec mitotique ou la sénescence163,164. Cependant, ces dernières semblent jouer 

un rôle auxiliaire et potentialisateur à celui  induit par l’apoptose98,165,166. Par ailleurs, les 

drogues anti-cancéreuses activent principalement la voie intrinsèque de l’apoptose92,99. La 

voie extrinsèque peut être induite par certaines molécules qui activent l’expression des 

récepteurs de mort de la famille du TNFR, de leurs ligands ou de la caspase-8, telles que la 

doxorubicine, le 5-Fluouracile (5-FU), l’étoposide et le méthotrexate167-170. Cependant, 

plusieurs travaux démontrent que la voie extrinsèque n’est pas requise pour induire 

l’apoptose des cellules leucémiques T-ALL et AML par la chimiothérapie qui est plutôt 

dépendante de la voie mitochondriale92,169,171. Par contre, la voie extrinsèque peut agir en 

http://en.wikipedia.org/wiki/Ribosome
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synergie avec la voie mitochondriale et augmenter la sensibilité des cellules à la 

chimiothérapie, d’où l’intérêt grandissant visant l’introduction du TRAIL recombinant dans 

les protocoles de chimiothérapie anti-leucémique168.  

L’augmentation des niveaux des protéines Bcl-2 pro-apoptotiques à domaine BH3 est l’un 

des déterminants majeurs de la sensibilité des cellules cancéreuses à l’apoptose 

mitochondriale induite par la chimiothérapie172. En l’occurrence, Bid est impliqué dans  

l’apoptose des cellules de cancers solides et lymphomateux induites par les 

anthracyclines173,174. Bim est aussi l’une des protéines le plus souvent augmentée et qui est 

importante pour l’apoptose induite par les agents endommageant l’ADN, les 

glucocorticoïdes, les inhibiteurs tubulaires et les inhibiteurs des kinases (imatinib et 

gefitinib)175. Puma est également  induit par certaines drogues ciblant l’ADN et par les 

glucocorticoïdes et agit en synergie avec Bim176. Noxa est augmentée spécifiquement par 

certaines drogues génotoxiques telles que l’étoposide et par l’inhibiteur du protéasome S26; 

le bortezomib177,178. Une diminution des niveaux d’expression et/ou d’activité des protéines 

Bcl-2, Bcl-xL et Mcl-1 est également notée dans plusieurs contextes d’apoptose induite par 

les anthracyclines, les inhibiteurs des kinases157,179. L’effet de la chimiothérapie sur la 

balance des protéines Bcl-2 est aussi dépendant de l’administration séparée ou simultanée 

des différentes drogues.  En effet, le traitement concomitant des cellules T-ALL (Jurkat, 

CEM et lymphoblastes primaires) avec la doxorubicine, la vincristine et l’acide butylique 

induit l’apoptose des cellules via l’activation de la voie P53/Noxa qui n’est pas activée par 

ces drogues lorsqu’utilisées séparément180.  

1.2.6.1 Voies de signalisation pro-apoptotiques activées par la chimiothérapie  

1.2.6.1.1 Activation de la réponse aux dommages à l’ADN 

La majorité des drogues utilisées en chimiothérapie anticancéreuse induisent des cassures 

simple ou double brin, au niveau de la double hélice d’ADN181,182. Ces cassures 

s’effectuent suite à la liaison directe des drogues à l’ADN (agents alkylants), leurs 

attachements covalents aux protéines enzymatiques interagissant avec l’ADN (inhibiteurs 

des  topoisomérases I et II) ou par la production des radicaux oxygénés (ROS) 

(méthotrexate) qui peuvent modifier les bases nucléotidiques de l’ADN. La perte de 
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l’intégrité de l’ADN est à l’origine du déclenchement d’une réponse aux dommages de 

l’ADN (DNA damage response) qui fait intervenir un réseau complexe de protéines 

effectrices dont les protéines serine/thréonine kinases (ATM et ATR), les protéines 

checkpoint kinases (Chk-1 et Chk-2), le facteur de transcription P53, et la phosphatase 

Cdc25182. L’action coordonnée de ces protéines entraîne l’arrêt du cycle cellulaire et 

l’activation des systèmes de réparation de l’ADN. Les voies PI3K/AKT/mTOR et 

MAPK/ERK sont impliquées dans la régulation de la réponse aux dommages de l’ADN 

mais leurs mécanismes de fonctionnement ne sont pas encore bien élucidés183-185. 

En cas de l’incapacité des cellules à réparer leur ADN, leur apoptose est activée112. La 

transition des réponses aux dommages à l’ADN vers l’apoptose est régie par plusieurs 

mécanismes dont l’inhibition de la transcription des protéines de survie, l’induction de 

l’expression des protéines pro-apoptotiques par le facteur de transcription P53 ou son 

homologue P73 et par  l’activation soutenue des voies MAPK pro-apoptotiques JNK et 

p38186,187. 

1.2.6.1.2  Activation et rôle de la voie de stress pro-apoptotique MAPK/JNK 

En  réactions aux dommages à l’ADN induites par la chimiothérapie ou la radiothérapie,  

les cellules cancéreuses déclenchent une cascade de réactions de 

phosphorylation/déphosphorylation, menant à la stimulation des voies de stress de la 

famille des MAPKs dont les voies JNK, p38 et plus occasionnellement ERK188-190. La voie 

JNK est fréquemment activée par différents types de stress, tels que la lumière UV, le choc 

thermique, les rayonnements ionisants et le traitement avec des agents anticancéreux, 

comme les anthracyclines, les anti-métabolites, et les agents anti-microtubules191-194. La 

stimulation de la voie JNK est régulée par la cascade des kinases MAP3Ks, MAP2Ks 

(Figure 8)195. Les deux MAP2Ks impliquées dans la stimulation directe de la kinase JNK 

sont les kinases MKK4 et MKK7. Ces dernières agissent en phosphorylant les résidus 

Thr183 et Tyr185 du domaine d’activation de la kinase JNK. 
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Figure 8 : Régulation de l'apoptose par la voie MAPK/JNK (Adaptée de Dhanasekaran 
et al. 2008)195. JNK peut favoriser l'apoptose mitochondriale des cellules en agissant aussi 
bien au niveau nucléaire que mitochondrial. La translocation de la JNK vers le noyau induit 
une augmentation de l’expression des gènes pro-apoptotiques et ceci via la trans-activation 
de plusieurs facteurs de transcription dont AP1 et P53. Au niveau mitochondrial, la JNK 
peut phosphoryler différentes protéines de la famille Bcl-2, favorisant ainsi  la libération du 
cytochrome C dans le cytosol et l’activation des caspases.  
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La double phosphorylation de la JNK est requise pour son activation complète. La kinase 

MKK7 est plus spécifique pour la kinase JNK alors que MKK4 peut activer également la 

kinase p38. Il existe plusieurs MAP3Ks qui peuvent induire la stimulation de la JNK, ce qui 

semble être étroitement lié au contexte cellulaire. Parmi les plus étudiées, on retrouve ASK-

1 (Apoptosis signal-regulating kinase-1)195,196. Cette kinase induit une activation retardée 

de quelques heures suite au stimulus apoptotique mais plus intense et durable de la voie 

JNK, ce qui est associé à  l’activité pro-apoptotique de la JNK197. En effet, il a été démontré 

que certains facteurs de croissance peuvent induire une activation rapide et transitoire de la 

voie MAPK/JNK qui favorise la survie et la prolifération cellulaire alors que l’activation 

soutenue de JNK est pro-apoptotique198,199. En plus de la kinase ASK1, il a été démontré 

que la caspase-2 et les kinases ATM et PKCδ peuvent agir comme activateurs de la voie 

JNK dans les cellules hépatocytaires et leucémiques187,200-202. En outre, Rac1, une petite 

protéine de la famille des Rho GTPases est connue pour son rôle dans la régulation de 

l’organisation du cytosquelette d’actine, le contrôle de la morphologie et la migration 

cellulaire203. On lui a identifié récemment un rôle pro-apoptotique204. En effet, elle peut être 

induite par différentes drogues telles que la doxorubicine205 et la simvastatine206 ainsi que 

les  récepteurs de mort (Fas et TNFR)207 et son activation assure la stimulation de la voie 

JNK dans les cellules normales et cancéreuses. Les mécanismes d’activation de la JNK par 

Rac1 ne sont pas encore complètement élucidés mais seraient partiellement dépendants de 

l’activation de la NADPH oxydase et de la production des ROS208-211.  

Il a été démontré que la JNK est impliquée dans l’induction de l’apoptose extrinsèque et 

intrinsèque, où elle peut agir à différents niveaux (Figure 8)212,213. Lorsqu’activée, elle peut 

se localiser au niveau nucléaire et induire la phosphorylation et la trans-activation de 

différents facteurs de transcription. Le c-Jun est parmi les substrats connus de la JNK. Sa 

phosphorylation par la JNK conduit à la formation du facteur de transcription AP-1 

(Activator protein-1)193. Ce dernier est important pour l’expression de plusieurs protéines 

pro-apoptotiques dont FasL, TNF-α et Bak. La JNK peut aussi activer les facteurs de 

transcription P53 et P73 qui augmentent la transcription de Bax, Puma et Noxa195,214-216.  

En plus de son rôle dans l’expression des facteurs apoptotiques, JNK contribue au  

relâchement du cytochrome C et du Smac/Diablo dans le cytosol via la régulation de 
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l’activité des différentes protéines de la famille Bcl-2. En effet, la JNK peut induire la 

phosphorylation et le détachement des protéines Bim, Bmf du complexe microtubulaire 

dynéine-myosine cytosolique217. La phosphorylation de Bad par la JNK induit également sa 

libération des protéines 14.3.3218. En plus, une activation prolongée de la JNK induit le 

clivage et l’activation de Bid219. La JNK peut aussi par phosphorylation inhiber l’activité 

des protéines anti-apoptotiques Bcl-2, Bcl-xL et Mcl-1192,220,221. Finalement, en coopération 

avec la kinase GSK-3β, elle peut  promouvoir l’ubiquitination et la dégradation 

protéosomale de Mcl-1222. 

1.2.7 Mécanismes de résistance à l’apoptose induite par la chimiothérapie 

La résistance à l’apoptose est l’une des caractéristiques majeures des cellules cancéreuses, 

expliquant leur chimiorésistance87. Plusieurs mécanismes peuvent favoriser la résistance 

des cancers contre l’apoptose induite par la chimiothérapie223. Parmi les plus étudiés, on 

distingue l’induction des réparations de l’ADN, l’activation des systèmes de détoxification 

enzymatiques, l’induction de la quiescence cellulaire, l’efflux des drogues via les 

transporteurs transmembranaires ABC et le blocage direct des voies de signalisation pro-

apoptotiques (Figure 9). Le blocage direct de l’apoptose et l’exclusion des drogues par les 

transporteurs ABC sont parmi les mécanismes majeurs de la chimiorésistance 

leucémique224-226 que nous avons abordé dans nos travaux de recherche et détaillé dans la 

sous-section suivante.  

1.2.7.1 Blocage de l’apoptose 

Dans son étude clinique, le groupe Stankovic a montré que la résistance des patients B-

ALL à la thérapie ainsi que la maladie résiduelle minimale étaient liées à la réduction du 

clivage des caspases-9, -3 et-7 et à une augmentation de l’activation des voies de survie 

IGF, IP3, MAPK/ERK, PI3K/AKT et Wnt/β-caténine90. Des données similaires ont été 

mises en évidence par Maha et al. dans le contexte des leucémies AML. Ces travaux 

suggèrent que l’inhibition de l’apoptose mitochondriale est l’un des déterminants de la 

résistance des cellules leucémiques à la thérapie in vivo89,90. L’activation de la voie 

PI3K/AKT et celle des kinases ERK et FAK sont souvent associées à la faible réponse des 

patients ALL et AML à la chimiothérapie et à leur mauvais pronostic227-231. La résistance 
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des cellules leucémiques ALL et AML in vitro et in vivo est renversée en présence 

d’inhibiteurs des voies PI3K/AKT et MAPK/ERK232,233. En plus des dérégulations 

génétiques (amplifications, délétions, mutations), ces voies de survie jouent un rôle 

primordial dans la régulation de l’expression génique des protéines de la famille Bcl-2 et 

IAPs224. Pour ceci, les voies MAPK/ERK et PI3K/AKT peuvent agir à trois niveaux non 

exclusifs; transcriptionel, post-transcriptionel et post traductionnel234.  

 

 

Figure 9 : Différents mécanismes de résistance des cancers à l'apoptose induite par la 
chimiothérapie (Gottesman  et al. 2002)235 

. 
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Tel que démontré dans plusieurs travaux in vitro et in vivo, la chimiorésistance leucémique 

est souvent associée à l’augmentation des niveaux d’expression et d’activité des protéines 

anti-apoptotiques (Mcl-1, Bcl-xL et Bcl-2) et à la répression des membres pro-apoptotiques 

(Bim, Puma, Noxa, Bax et Bak)93. L’inactivation du facteur de transcription P53 contribue 

à la création de ce déséquilibre entre les protéines de la famille Bcl-2236. En effet, des 

mutations ou des délétions inactivatrices du facteur P53 sont fréquemment observées dans 

les leucémies T-ALL et AML et sont associées à la mauvaise réponse des patients ALL à la 

thérapie237-239. En accord avec ces données, les travaux du groupe du Dr. Letai ont 

démontré que les niveaux d’induction de la perméabilisation des mitochondries par les 

drogues est en corrélation avec la réponse clinique des patients AML et ALL à la 

chimiothérapie240,241, ce qui reflète l’importance des niveaux d’expression mitochondriale 

des protéines Bcl-2 pro- et anti-apoptotiques dans ce processus. De même, certaines 

données cliniques démontrent l’existence d’une association entre le ratio Bcl-2/Bax et 

l’apparition de la MRM chez les patients AML88 et que les niveaux de Bcl-2 corrèlent avec 

la réponse des patients AML à la thérapie d’induction242-244. Toutefois, il a été démontré 

que Mcl-1 est la protéine majeure impliquée dans le développement des leucémies et leur 

chimiorésistance245-247. Selon différentes études ayant porté sur de larges cohortes, les 

niveaux de Mcl-1, avant ou après thérapie, corrèlent avec les rechutes des patients ALL et 

AML5,248. 

Cependant, le blocage de la perméabilisation mitochondriale par les protéines de la famille 

Bcl-2 anti-apoptotiques est insuffisant pour garantir la survie cellulaire, ce qui nécessite 

également le blocage de l’activité des caspases en partie via l’action des protéines IAPs154. 

Ainsi, des niveaux élevés de protéines IAPs (XIAP, cIAP-1, cIAP-2, apollon) sont observés 

chez les patients leucémiques T-ALL et AML et sont associés, selon certaines études, à la 

faible réponse thérapeutique des patients93,249,250.  

Étant donné l’importance des protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 dans la 

résistance leucémique, plusieurs inhibiteurs de ces protéines sont en cours d’essais 

cliniques dont Oblimersen, un oligonucléotide antisens inhibant l’expression de la protéine 

Bcl-2 et les molécules ABT-737 et ABT-263, des agonistes du domaine BH3  (molécules 

dites aussi BH3 mimétiques), bloquant l’activité des protéines Bcl-2, Bcl-xL et Bcl-W251. 
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Les travaux sur ces molécules ont été récemment suspendus à cause du faible impact 

thérapeutique qu’elles avaient ou pourraient avoir en clinique et de leur faible effet sur 

l’inhibition de Mcl-1123,251. Alternativement, les inhibiteurs pan-Bcl-2 (Gossypol, 

Obatoclax) peuvent bloquer simultanément toutes les protéines Bcl-2 anti-apoptotiques 

dont principalement Mcl-1. L’association de la molécule Obatoclax avec le bortezomib a 

démontré une activité clinique prometteuse, lors de l’étude clinique de phase I/II réalisée 

chez les patients atteints de CML et de myélome multiple252. Malgré la prédominance de 

Mcl-1 dans la chimiorésistance et le développement tumoral, son ciblage tissulaire non 

spécifique pourrait avoir des effets néfastes chez les patients à cause de l’importance de 

cette protéine en physiologie. En effet, les travaux du groupe Opferman démontrent que 

Mcl-1 est une protéine requise pour la respiration mitochondriale et que son absence cause 

une défaillance cardiaque dans des modèles murins125,253. Alternativement, les travaux du 

groupe Ricci sur des modèles murins de lymphomes ont montré la possibilité du ciblage 

indirect et non pathologique de Mcl-1 via la diminution des apports quotidiens en 

glucose254. Également, il a été démontré que le traitement des cellules CLL réfractaires au 

bortezomib induit une augmentation de Noxa qui inhibe l’interaction entre Mcl-1 et Bak177.  

En outre, plusieurs antagonistes des IAPs (dit également Smac mimétiques) sont en cours 

d’études précliniques pour le traitement des cancers solides et des leucémies250,255. Ces 

inhibiteurs démontrent une très bonne activité pro-apoptotique aussi bien in vitro qu’in vivo 

surtout  en combinaison avec les ligands TRAIL, FasL ou bien TNF-α256-258. L’induction de 

la mort nécrotique est l’une des alternatives thérapeutiques prometteuses pour dépasser la 

résistance à l’apoptose induite par les protéines Bcl-2 anti-apoptotiques259. La nécrose peut 

être stimulée par la combinaison de la chimiothérapie avec les Smac mimétiques. En effet, 

il a été démontré dans ce contexte que le traitement simultané des cellules leucémiques 

avec la cytarabine en combinaison avec le BV6, un inhibiteur des protéines XIAP, cIAP1 et 

cIAP2, induit  la mort nécrotique des lignées AML et des myéloblastes malins de 

patients260.  
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1.2.7.2 Résistance à la chimiothérapie par les pompes ABC  

1.2.7.2.1 Structure et fonctions des transporteurs ABC 

La superfamille des transporteurs ABC (ATP binding cassettes) est un large groupe de 

pompes transmembranaires exprimées aussi bien par les cellules procaryotes 

qu’eucaryotes261. 49 membres sont actuellement connus et séquencés sur le génome 

humain. En fonction des similitudes de séquences nucléotidiques et peptidiques, les 

transporteurs ABC sont subdivisés en 7 sous familles (de A à G). Ces transporteurs sont 

constitués d’au moins quatre domaines, dont deux transmembranaires liant le ligand et deux 

autres à activité ATPase (connus sous le nom de motifs Walker A et B) (Figure 

10.A)261,262. Ils sont capables de lier différentes molécules et d’induire leur efflux des 

cellules. L’exclusion de ces molécules s’effectue contre le gradient de concentration et 

nécessite une consommation considérable d’ATP (2 molécules d’ATP pour chaque 

molécule transportée) (Figure 10). Parmi les molécules fréquemment transportées, on 

distingue des sucres, des acides aminés, des lipides, des stérols, des nucléotides, des 

métabolites endogènes, des ions, des antibiotiques et des drogues thérapeutiques (agents 

alkylants, anthracyclines, méthotrexate, taxanes et des inhibiteurs des kinases)263. 

 Les pompes ABC sont exprimées par les cellules normales de l’organisme, jouant un rôle 

important dans leur détoxification. Cependant, leurs niveaux d’expression sont encore plus 

augmentés dans différents contextes pathologiques, tels que ceux des maladies auto-

immunes et cancéreuses (Figure 10B)223,263. 

L’efflux des drogues via les pompes ABC sont parmi les causes identifiées en premier pour 

la chimiorésistance des cancers264. La majorité des transporteurs de cette famille est capable 

d’induire l’efflux de plusieurs molécules médicamenteuses appartenant à des classes 

pharmacologiques distinctes, favorisant de cette façon la multi-résistance des cellules 

cancéreuses (Tableau 2)225,265. Différemment des autres transporteurs, l’efflux des drogues 

via les pompes ABCC1 et 2 nécessite le co-transport simultané du glutathion pour des 

raisons encore incomprises266. Par ailleurs, les transporteurs ABC sont abondamment 

exprimés sur les cellules souches hématopoïétiques et mésenchymateuses et contribuent au 

maintien de leur survie contre le stress causé par différents agents chimiques267,268. Le 
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transporteur ABCG2 est l’un des marqueurs caractérisant les cellules souches 

hématopoïétiques et leucémiques269,270. En plus de son effet sur l’exclusion des drogues, il 

inhibe l’accumulation intracellulaire des porphyrines cytotoxiques lors d’hypoxie271.  

 

Figure 10 : Structure simplifiée et fonctions des transporteurs ABC (A) Structure 
simplifiée d’un transporteur ABC (Linton, 2007)261. (B) Fonctions des transporteurs ABC 

en physiologie et en pathologie (Holohan et al. 2013223).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Holohan%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24060863
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Tableau 2: Les différents transporteurs ABC impliqués dans la chimiorésistance 
cancéreuse (tiré de Xia et al. 2012 et Kunická  et al. 2014)225,265 

   



36 

1.2.7.2.2 Prévalence des transporteurs ABC et leur implication dans la chimiorésistance 
leucémique  
Une augmentation des niveaux des transporteurs ABCB1 (P-gp, MDR-1), ABCC1 (MRP-

1) et ABCG2 (BCRP) est souvent constatée sur les blastes de patients atteints de leucémies 

ALL, AML225,272. Cette augmentation est encore plus accentuée au cours des périodes post-

chimio-thérapeutiques273. Plusieurs données cliniques démontrent l’existence d’une forte 

corrélation entre les niveaux d’expression élevés de ces transporteurs et la faible réponse 

des patients à la chimiothérapie, l’incidence de rechutes et le mauvais pronostic vital des 

patients. 

Les niveaux d’expression élevés du transporteur ABCB1, seul ou en combinaison avec 

ABCC1 ou ABCG2, corrèlent avec les rechutes des patients AML surtout d’âge adulte274. 

Par contre, ABCC1 semble être plus associé aux rechutes des patients B-ALL et T-ALL 

que celles des patients AML242,265,275,276. Plusieurs inhibiteurs des transporteurs ABC ont 

démontré au préalable une efficacité significative lors de test préclinique277,278. Cependant, 

ils ont montré une faible efficacité thérapeutique lors des essais cliniques278,279, ce qui peut 

être lié à la redondance fonctionnelle entre les transporteurs ABC ou à l’implication 

d’autres voies de résistance à l’apoptose telles que celles assurées par les protéines Bcl-2 et 

IAPs anti-apoptotiques77,275,280-282.  

1.2.7.2.3 Régulation de l’expression et de l’activité des transporteurs ABC 

 L’expression des pompes ABC est régulée par différentes voies dont les voies PI3K/AKT, 

MAPK/ERK et P53. La voie PI3K/AKT induit la transcription des récepteurs d’efflux 

ABCB1, ABCC1, ABCG2283. L’activation de la voie PI3K/AKT corrèle avec les niveaux 

d’expression du transporteur ABCC1 chez les patients AML284. Dans ce contexte, 

l’induction du transporteur ABCC1 est due à l’inhibition de l’activité du facteur de 

transcription P53 par la voie PI3K/AKT. En effet, P53 contribue à la répression du 

promoteur du transporteur ABCC1285 . En corrélation, les mutations in-activatrices de P53 

dans les tumeurs solides favorisent l’augmentation de l’expression du transporteur 

ABCC1286 

La régulation de l’expression du transporteur ABCB1 dans les lymphoblastes malins et 

dans les cellules des lignées SW620-14, MCF-7/MDR et MDA-MB-231/MDR, est assurée 
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par la voie MAPK/ERK287. Cette augmentation est renversée en présence de l’inhibiteur 

U0126 de la kinase Mek-1, en amont de la kinase ERK. De plus, une étude sur les biopsies 

de 15 patients atteints de carcinome hépatocellulaire a montré une corrélation entre le 

niveau d’activation de la voie MAPK/ERK et l’expression du transporteur ABCC1288,289. 

L’utilisation, dans ce contexte, des inhibiteurs des kinases Raf-1 ou Mek-1 renverse 

l’expression du transporteur ABCC1 par ces cellules. L’activation des promoteurs des 

transporteurs ABCB1 et ABCC1 est dépendante de l’action des facteurs de transcription 

AP1, NF-κB, SP1 et Notch-1285,290-293 dont l’activation peut être induite par la voie 

MAPK/ERK294-298. 

Les transporteurs ABC sont caractérisés par plusieurs sites de phosphorylation dont 

l’altération par l’introduction de mutations altère la capacité de ces pompes à exclure les 

drogues299. Cependant, le rôle des modifications post-traductionnelles, telle la, 

phosphorylation dans la régulation du fonctionnement des protéines ABC est peu étudié. 

Dans ce contexte, il a été démontré que les voies ERK, Pim-1, PKC, CK2 et PKA sont 

impliquées dans le maintien de la stabilité membranaire et de la fonction d’efflux du 

transporteur ABCB1299-301. De plus, la Caséine kinase 2 (CK2) interagit directement avec le 

transporteur ABCC1 et induit sa phosphorylation au niveau du site Thréonine-249 dans les 

cellules cancéreuses des lignées MCF7, A549 et Hela302. La mutation du site Thréonine 249 

abroge l’activité du transporteur ABCC1 et augmente la sensibilité des cellules à la 

doxorubicine. Le transporteur ABCG2 peut être phosphorylé par la kinase Pim-1, ce qui 

induit sa multi-mérisation au niveau membranaire et stimule son activité d’efflux dans les 

cellules du cancer de la prostate303.  

La stabilité et l’activité des pompes ABC sont également garanties par la liaison de leurs 

domaines intra-cytoplasmiques au cytosquelette d’actine304-306. Certains récepteurs 

transmembranaires contribuent à la stabilisation des transporteurs ABC tels que les 

récepteurs CD44 et CCR-9, récepteurs de l'acide hyaluronique et de la chimiokine CCL-25, 

respectivement307,308. En effet, la polymérisation du cytosquelette d’actine induite par 

l’engagement du CD44 et du CCR-9 favorise la stabilité membranaire et donc fonctionnelle 

du transporteur ABCB1. Les protéines ERM (Ezrin-Radixin-Moesin) à l’état actif 

favorisent les interactions entre le transporteur ABCB1 et l’actine polymérisée dans les 

javascript:void(0)
http://en.wikipedia.org/wiki/Ezrin
http://en.wikipedia.org/wiki/Radixin
http://en.wikipedia.org/wiki/Moesin
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cellules leucémiques MOLT-4308. L’inhibition de l’expression des protéines ERM altère 

l’organisation du cytosquelette d’actine et la stabilité membranaire du transporteur ABCB1, 

causant ainsi l’accumulation de la doxorubicine dans les cellules MOLT-4. 

1.2.8  La chimiorésistance induite par l’adhésion cellulaire 

La résistance à la thérapie anticancéreuse est subdivisée en deux grandes catégories: la 

résistance acquise et la résistance de novo91. La résistance acquise se développe au fil du 

temps en raison des changements génétiques et épigénétiques séquentiels qui aboutissent à 

la fin à des phénotypes intrinsèquement résistants à l’apoptose induite par les drogues et qui 

sont responsables des rechutes des patients.78,309,310. La résistance acquise représente un 

stade tardif du développement de la chimiorésistance des cancers. À l'inverse, la résistance 

de novo est une forme de résistance précoce et rapide caractérisant les cellules cancéreuses 

avant leur exposition aux drogues. Cette forme de résistance peut être induite par le 

microenvironnement tumoral, par laquelle les cellules tumorales sont transitoirement 

protégées contre l'apoptose induite par la chimio et radiothérapie (Figure 11)311. Le 

maintien de la survie des cellules cancéreuses durant la phase thérapeutique est à l’origine 

de la maladie résiduelle minimale. 

Jusqu'à présent, la moelle osseuse est considérée comme le site majeur favorisant la 

chimio-protection des blastes résiduels et est considérée comme le site majeur de détection 

de la maladie résiduelle minimale chez les patients leucémiques8,37,78.  

La résistance induite par le microenvironnement est subdivisée en la résistance induite par 

les facteurs solubles tels que les cytokines, les chimiokines et les facteurs de croissance et 

la résistance induite par l’adhésion cellulaire (ou cell adhesion mediated drug resistance; 

CAM-DR) qui est dépendante de l'adhésion des cellules tumorales aux cellules stromales 

ou aux protéines de la MEC (Figure 11)91,312. Comparativement à la résistance acquise qui 

implique des événements génétiques d’amplifications, de délétions ou de mutations, la 

CAM-DR est plus dépendante de modifications épigénétiques, de l’activation des voies de 

survie et de la régulation des niveaux d’expression, de stabilité ou de localisation 

subcellulaire des protéines de survie78,91. À ce jour, les deux mécanismes majeurs 

javascript:void(0)
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expliquant la CAM-DR sont l’inhibition de l’apoptose et la régulation du cycle 

cellulaire91,313.  

 

 

Figure 11 : Implication du microenvironnement tumoral dans l'induction de la 
résistance des cancers à la thérapie (Meads et al. 2009)91. MRD: Minimal residual 

disease. 
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En outre, la résistance induite par le microenvironnement favoriserait le développement de 

la résistance acquise. En effet, les cellules qui survivent durant la phase thérapeutique vont 

se développer et acquérir de nouvelles altérations génétiques menant à l’apparition de 

nouveaux clones plus réfractaires à la thérapie (Figure 11)91. Dans ce contexte, certains 

travaux ont démontré l’implication additionnelle de la moelle osseuse dans l’induction de 

l’évolution génétique et le développement de la résistance acquise des leucémies T-ALL. 

En comparant le profil génétique des lymphoblastes T primaires dérivant de 18 cas de T-

ALL au stade de diagnostic et après leur transplantation in vivo dans des souris immuno-

déficientes SCID, Clappier et al ont trouvé que le microenvironnement médullaire murin 

favorise l’acquisition de lésions génétiques par les blastes T-ALL résiduels et l’apparition 

de nouveaux clones leucémiques314. Ces lésions génétiques étaient  similaires à celles 

retrouvées chez les patients respectifs au stade de rechute et elles conféreraient aux cellules 

sélectionnées des propriétés plus accentuées de colonisation médullaire, de croissance et de 

résistance aux drogues. De plus, le groupe de Dalton a  montré, dans l’un de ses travaux, 

que le nombre de lésions génétiques acquises par les cellules leucémiques U937 cultivées à 

long terme en présence de mitoxantrone et de fibronectine est supérieur à celui des cellules 

cultivées en suspension en présence uniquement de mitoxantrone, ce qui suggère 

l’implication des protéines de la MEC dans l’induction de la résistance acquise des cellules 

leucémiques résiduelles315.  

Par ailleurs, le stroma médullaire est riche en éléments de la MEC9. Les travaux pionniers 

du groupe Dalton ont révélé aussi que l’adhésion des cellules du myélome multiple à la 

fibronectine du stroma médullaire favorise leur résistance contre l’apoptose induite par le 

melphalan316. Des résultats similaires ont été reproduits avec les autres types de leucémies 

(B-ALL, AML, CML et CLL)317,318. Ensemble, ces travaux ont démontré clairement le rôle 

crucial que peut occuper la MEC dans l’induction de la chimiorésistance des hémopathies 

malignes. Les intégrines sont les récepteurs principaux assurant l’adhésion des cellules aux 

éléments de la MEC et peuvent réguler différents processus physiologiques et malins dont 

la survie cellulaire11. Nous traiterons dans la section suivante, de  la biologie des intégrines 

et de ce qui a été établi jusqu'à présent de leur rôle dans la progression et la 

chimiorésistance des cancers en général et des hémopathies malignes en particulier.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Clappier%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21464223
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1.3 Les intégrines 

1.3.1 Structure et classification des intégrines   

Les cellules peuvent communiquer avec leur microenvironnement via les molécules 

d’adhésion cellulaire qui sont reparties en 4 grandes familles; les cadhérines, les intégrines, 

les sélectines et les membres de la superfamille des immunoglobulines319. L’ensemble de 

ces récepteurs sont impliqués dans l’établissement des interactions directes cellule-cellule. 

Cependant, les intégrines constituent la seule famille de récepteurs permettant aux cellules 

d’adhérer aux éléments de la MEC.   

Les intégrines sont des récepteurs transmembranaires hétéro-dimériques constitués d’une  

chaîne α et d’une chaîne β320,321 (Figure 12). Jusqu’à maintenant, 18 sous-unités α et 8 

sous-unités β sont connues dont l’appariement non covalent αβ forment 24 récepteurs 

exprimés par les cellules de mammifères. Chaque chaine α ou β contient trois domaines; 

extracellulaire, transmembranaire et intracellulaire (Figure 12). La région extracellulaire 

est la plus longue permettant à la cellule d’interagir avec son ligand. Le domaine 

transmembranaire est court et contient des séquences impliquées dans la régulation de la 

conformation et de l’affinité du récepteur. Le domaine intracellulaire est constitué 

d’uniquement  20 à 70 acides aminés et est dénudé d’activité enzymatique. 

Les intégrines présentent une spécificité plus ou moins restreinte vis-à-vis de leurs ligands 

(Tableau 3)322,323. Cette spécificité est déterminée par l’interaction des deux domaines 

extracellulaires des chaines  α et β qui ensemble forment une fente pour la liaison de leur 

ligand. Les 9 chaines α (α1, α2, α10, α11, αE, αL, αM, αX et αD) contiennent, au niveau de 
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Figure 12 : Structure hétérodimérique des intégrines  
(Alberts et al. 2002, Molecular Biology of the Cell. Book 4th edition) 
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leur région extracellulaire, un domaine I (pour inserted domain) ou  le domaine Iα (Figure 

12) 324,325,326. Ce dernier permet la reconnaissance directe des ligands par la seule sous unité 

α de ces intégrines,  indépendamment de la chaine β. Le domaine Iα est caractérisé par un 

site particulier, dit le site MIDAS (Metal-Ion Dependent Adhesion Site), qui peut recruter 

les ions métalliques Mg2+ et Mn2+ et induire, par le biais de changement conformationel, 

une augmentation de l’affinité des intégrines à leurs substrats. Parallèlement aux chaines α, 

les chaines β possède un domaine nommé « I like domain » ou le domaine Iβ qui contient 

le site ADMIDAS (ADjacent Metal-Ion Dependent Adhesion Site) qui est similaire au site 

MIDAS mais contenant en plus, deux sites supplémentaires  pour la liaison du Ca2+ (Figure 

12). Le domaine Iβ  peut potentialiser la fonction de reconnaissance des chaines α ayant le 

domaine Iα327, mais il est surtout requis pour la reconnaissance des ligands par les 

intégrines à chaines α dépourvues du domaine Iα (exemple des intégrines à chaine α4, α5 

ou αV)328. 

La majorité des récepteurs intégrines peuvent interagir avec plusieurs matrices (Tableau 

3)322,323. Cependant, ils présentent une affinité particulière pour certains ligands. Selon leur 

ligand principal, les intégrines sont classés en 4 groupes; les récepteurs liant les séquences 

GFOGER sur le collagène (α1β1, α2β1, α10β1, α11β1), les récepteurs aux séquences RGD 

de la fibronectine et la vitronectine (α5β1, αVβ1, αVβ3, αVβ5), les récepteurs à la laminine 

(α3β1, α6β1, α7β1, α6β4) et les récepteurs à chaine β2 exprimés spécifiquement par les 

leucocytes (αLβ2, αMβ2, αXβ2) (Figure 13)323,325. L’intégrine α2β1 a comme ligand 

principal le collagène de type I alors que l’intégrine α1β1 lie principalement le collagène de 

type IV retrouvé au niveau de la membrane basale de l’endothélium vasculaire.  

L’intégrine α4β1 permet l’adhésion des cellules à la fibronectine à travers son interaction  

avec le domaine CS1 de cette matrice. L’intégrine α4β1 est aussi impliquée dans les 

interactions intercellulaires par sa liaison au VCAM-1, récepteur de la famille des 

immunoglobulines329. 
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Tableau 3: Les intégrines les plus communes et leurs ligands (Stupack et al. 2002322) 
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Figure 13 : Classification des intégrines (Lal et al. 2009)323. 

 

 

1.3.2  Mécanismes d’activation des intégrines 

Le fonctionnement physiologique des systèmes biologiques nécessite une régulation étroite 

des niveaux d’activité des intégrines321. Des études réalisées sur les plaquettes et les 

lymphocytes T ont montré qu’à l'état basal, les intégrines β1, β2 et β3  adoptent une faible 

affinité pour leur ligand à cause de l’association des deux chaines α et β au niveau 

transmembranaire et l’adoption d’une configuration dite fermée ou coudée. Sous cette 

position, le domaine extracellulaire de l’intégrine est dirigé vers la membrane 

cytoplasmique, empêchant son interaction avec son ligand330,331. Pour que les intégrines 

puissent lier leurs ligands avec une forte affinité, elles doivent être activées321,332. Le 

processus d’activation des intégrines est induit par des signaux intracellulaires générés par 
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des oncogènes tels que BCR-ABL333, des chimiokines comme le SDF-1α334-337 et des 

facteurs de croissance 338 ou encore en réponse à la stimulation des récepteurs aux antigènes 

TCR et BCR exprimés par les lymphocytes T et B339,340 (Figure 14).  

L’augmentation de l’affinité des intégrines est liée aux changements conformationels qui 

affectent le récepteur suite à la liaison de la molécule taline, des kindlines et de la GTPase 

Rap1 aux domaines intra-cytoplasmiques de la chaine β pour la taline et les kindlines  et de 

la chaine α pour Rap1339,341-343. On parle dans ce cas de la signalisation de l’intérieur vers 

l’extérieur ou « Inside-out » des intégrines. Tel que démontré par les études in vitro et in 

vivo, l’inhibition de l’expression ou de l’activité de la taline, des kindlines ou de Rap1 

diminue considérablement l’adhésion des plaquettes, des lymphocytes T et des cellules 

CHO à leurs ligands via les intégrines β1, β2 ou β3344-346. En effet, la molécule taline et les 

kindlines se lient aux deux séquences NPxY et aux motifs riches en serine/thréonine du 

domaine intra-cytoplasmique de la chaine β1, alors que les complexes Rap1-RapL ou 

Rap1-Tiam interagissent avec des motifs lysine de la chaine α347,348. L’activation préalable 

de la taline et de Rap-1 est nécessaire à leurs interactions activatrices avec les chaines α et 

β. Les mécanismes régulant l’activation de la taline ne sont pas tous encore déterminés 

mais impliquent en partie son clivage par la calpaïne et son association au 

phosphatidylinositol-4,5- bi-phosphate (PIP2)349,350. La stimulation de la GTPase Rap1 peut 

être induite par différentes voies telles que PLCγ, PKC, Fyn, CrkL et R-Ras activées par les 

récepteurs tyrosine kinases, les récepteurs aux chimiokines couplés à la protéine G ou les 

oncogènes351,352. L’activation de Rap1 est aussi dépendante des facteurs échangeurs de 

nucléotides CALDAG-GEFs et C3G351,353. 

Le recrutement de la taline, des kindlines et de Rap-1 au niveau des domaines intra-

cytoplasmiques des chaine α et β, induit la séparation des deux sous unités, le redressement 

de l’intégrine et ainsi l’augmentation de son accessibilité et de son affinité pour son 

ligand321,354. Ces molécules sont également importantes pour l’augmentation de l’avidité 

des intégrines et leur regroupement au niveau de la membrane plasmique pour former le 

complexe d’adhésion focale355. D’autres protéines liant le cytosquelette comme l’α-

actinine, la vinculine et la paxilline viennent se lier aux domaines intra-cytoplasmiques des 

intégrines et permettent  l’interaction de l’intégrine avec le cytosquelette d’actine, ce qui 
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renforce l’adhésion cellulaire342,356. Les forces de pressions extérieures de type mécanique 

ou fluidique appliquées sur les intégrines peuvent également renforcer l’affinité et l’avidité 

des intégrines357,358. 

 

 

Figure 14 : Les mécanismes d'activation des intégrines (Kinashi, 2005)339. 

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kinashi%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15965491
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1.3.3  La signalisation par les intégrines 

La liaison de l’intégrine à son ligand induit à son tour une signalisation intracellulaire 

connue sous le nom de la signalisation de l’extérieur vers l’intérieur ou « Outside-In »359. 

Malgré que les domaines intra-cytoplasmiques des intégrines soient courts et dépourvus 

d’activité catalytique, ces récepteurs peuvent s’associer à plusieurs molécules adaptatrices 

permettant leur connexion au cytosquelette d’actine et leur interaction avec les différentes 

protéines intracellulaires de signalisation. Ces rassemblements moléculaires ou complexes 

d’adhésion focaux, sont surtout observés au niveau de radeaux lipidiques, riches en 

cholestérol et en sphingolipides360. Ces structures lipidiques sont importantes pour 

maintenir la stabilité de ces complexes et la transduction subséquente de la signalisation 

activée par les intégrines. Les radeaux lipidiques favorisent aussi l’interaction des 

intégrines avec d’autres récepteurs transmembranaires tels que les récepteurs liant les 

facteurs de croissance et les canaux ioniques361,362. La formation des complexes 

d’adhésions focaux permet aux intégrines de contrôler les réarrangements du cytosquelette 

d’actine, la signalisation intracellulaire et l’expression génique363-365. De cette façon, les 

intégrines peuvent réguler les différents processus cellulaires de métabolisme, de survie, de 

prolifération, de migration et  de différenciation (Figure 15).  

La réponse des cellules à l’engagement des intégrines est variable d’une cellule à une autre 

et en fonction du ligand activateur et du contexte cellulaire366. La structure des intégrines 

est également importante pour la détermination des fonctions cellulaires étant donné 

l’implication concomitante des deux chaines α et β dans la formation des complexes 

d’adhésion focaux et la signalisation cellulaire367,368.  

La voie FAK/Src est activée par la plupart des intégrines et joue un rôle central dans la 

formation du complexe d’adhésion focal et dans la transduction de la signalisation induite 

par les intégrines369. La kinase FAK est la première des tyrosine kinases identifiées dans la 

cascade des protéines tyrosine phosphorylées par les intégrines370,371. Le recrutement de 

FAK au niveau de la chaine β1, induit sa dimérisation et son autophosphorylation au niveau 

du site Y397, ce qui permet le recrutement et l’activation de la tyrosine kinase Src via son 

domaine SH2372. Src phosphoryle à son tour la FAK sur des sites additionnels assurant 

l’activation complète de la kinase FAK. La structure multi-domaine de FAK et sa co-
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localisation avec Src permettent le recrutement de différentes molécules de signalisation 

comme la PI3K, la PLCγ, la paxilline, la tensine et la p130Cas. Ces protéines sont 

importantes pour l’activation subséquente des voies MAPKs, AKT et NFκB373-375.   

 

 

Figure 15 : Voies de signalisation et fonctions des intégrines (Shishido et al. 2014)317. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shishido%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24904821
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Le recrutement des protéines paxilline, vinculine et α-actinine par la voie FAK/Src renforce 

la connexion des intégrines au cytosquelette d’actine et la régulation de sa polymérisation 

par l’action des petites protéines Rho GTPases Rac1, Cdc42 et RhoA 376,377,371,378. Les voies 

RhoGTPases induites par les intégrines ne sont pas uniquement impliquées dans la 

régulation de la migration cellulaire 379mais jouent également un  rôle  dans la régulation de 

la prolifération et de la survie cellulaire à travers la stimulation des voies MAPKs et PI3K 

(Figure 15)380-382. 

La phosphorylation de FAK par Src au site Tyr925 permet la liaison de la protéine 

adaptatrice Grb2 qui recrute à son tour, son partenaire Sos383. Sos est une protéine 

d’échange de guanine (GEF) qui recrute et active la GTPase Ras au niveau 

membranaire384,385. Ras déclenche la cascade de phosphorylation des kinases Raf, MEK et 

ERK qui représentent les kinases de la voie MAPK/ERK classique. Cependant, la voie 

MAPK/ERK peut être activée par certaines intégrines (α1β1, α5β1, αvβ3) indépendamment 

de la kinase FAK386,387. Ce mode d’activation est dépendant des protéines; la cavéoline-1, 

la tyrosine kinase Fyn et la protéine adaptatrice Shc388. L’activation de Shc par Fyn induit 

le recrutement ultérieur du complexe GRB2/Sos et le déclenchement de la cascade Ras/ 

Raf/MEK/ ERK. Selon certains travaux, la voie Shc/Ras/ERK serait plus impliquée dans la 

régulation de la prolifération que dans l’induction de la survie cellulaire389. Par ailleurs, 

certaines études rapportent la possibilité de l’activation des kinases ERK indépendamment 

de Ras. Dans un modèle murin d’ostéoblastes et de mélanome humain métastasique, 

l’induction de la voie ERK par l’intégrine αvβ3 est abrogée par les inhibiteurs des kinases 

Src et PKCα mais pas par ceux de Ras, Raf ou MEK390.  

En outre, l’activation de FAK induit le recrutement au niveau membranaire de la sous unité 

régulatrice p85 de la PI3K via ses domaines SH2391,392 La phosphorylation de p85 par FAK 

permet sa liaison avec la sous unité p100 catalytique, formant ainsi la PI3K active. Cette 

dernière agit au niveau membranaire en augmentant les concentrations locales du 

phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate (PIP3) suite à la phosphorylation du dérivé 

lipidique PIP2393,394. Le PIP3 permet à son tour le recrutement au niveau membranaire, de 

différentes molécules de signalisation à domaine PH (pleckstrin domain) dont la sérine 

thréonine kinase AKT (appelée aussi la protéine kinase B ou PKB)393. Cette dernière 
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représente le substrat majeur de la PI3K. AKT est phosphorylée au niveau des deux sites ; 

thréonine-308 par  la kinase PDK1 (phosphoinositide-3 dépendant kinase -1) et le site 

sérine-473 par les  kinases PDK-1 ou le complexe RIPTOR-mTOR (TORC2)395,396. La 

phosphorylation du site sérine 473 est importante pour l’activation complète de l’AKT et 

pour l’induction de son effet anti-apoptotique395. Dans certains contextes, l’activation de la 

voie PI3K/AKT par les intégrines est indépendante du complexe FAK/Src et passe plutôt 

par la voie ILK317,397,398. 

1.3.4  Rôles des  intégrines dans la régulation de la survie cellulaire 

Les cellules de l’organisme sont soumises, au cours de leur développement, à différents 

stimuli physiologiques et pathologiques. Les intégrines sont des récepteurs sensoriels 

majeurs impliqués dans l’adaptation du comportement cellulaire en fonction du contexte 

environnemental399,400.  

Les intégrines jouent un rôle crucial dans la préservation de l’architecture et de 

l’homéostasie tissulaire via la régulation de la survie et de la prolifération des cellules 

stromales. Le bon emplacement tissulaire des cellules épithéliales, fibroblastiques et 

endothéliales est majoritairement déterminé par leur attachement approprié aux éléments de 

la MEC. Dans ce contexte, l’engagement des intégrines n’assure pas uniquement une 

fonction d’adhésion mais également de transmission de signaux de survie via l’activation 

des voies anti-apoptotiques MAPK/ERK et PI3K/AKT401. Le détachement des cellules 

adhérentes ou l’altération de la constitution de leur matrice physiologique active la mort des 

cellules via le processus apoptotique nommé anoïkose. En effet, le désengagement des 

intégrines conduit à l’inhibition des voies de survie MAPK/ERK et PI3K/AKT et à 

l’activation des voies d’apoptose extrinsèque et intrinsèque. Il est bien établi que la culture 

des cellules épithéliales et endothéliales en suspension active la voie des récepteurs de 

mort, dont Fas, qui induit à son tour l’activation de l’apoptose mitochondriale402. Ainsi, le 

détachement des cellules épithéliales induit la translocation de Bax vers la mitochondrie 

alors que le détachement des cellules endothéliales active le facteur de transcription P53 et 

augmente le ratio Bax/Bcl-2403. Également, le détachement des cellules endothéliales est 

associé à une diminution de c-Flip, l’inhibiteur de la caspase-8402.  
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En plus de leur rôle dans l’anoïkose, les intégrines peuvent protéger les cellules contre 

d’autres types de stress tels que les radiations UV, les agents chimiques, l’absence ou le 

déficit en nutriments, en facteurs de croissance ou en oxygène322. Les intégrines peuvent 

agir à différents niveaux afin d’inhiber l’apoptose mitochondriale induite sous ses 

conditions. En effet, l’activation des intégrines α5β1 et αvβ3  par la fibronectine protège les 

cellules CHO contre la privation de sérum via l’induction de la transcription de Bcl-2 suite 

à l’inhibition du facteur de transcription FKHR par la voie FAK/AKT et l’activation des 

facteurs de transcription NF-κB et CREB par la kinase Ca2+/calmodulin-

dependent protein kinase type IV (CaMK IV)404. En absence de sérum, l’action anti-

apoptotique des intégrines peut être également dépendante de l’activation des récepteurs 

tyrosine kinase en absence de leur ligand tel que démontré dans le contexte du récepteur 

EGFR405. L’engagement de l’intégrine α7β1 prévient la mort ischémique des 

cardiomyocytes en diminuant l’accumulation intra-mitochondriale du Ca2+ 406. Cet effet 

peut être lié à l’inhibition de l’activité des canaux calciques IP3-R situés sur le réticulum 

endoplasmique (RE) par les protéines de survie de la famille Bcl-2. 

Les intégrines sont aussi abondamment exprimées par les cellules immunitaires et 

contribuent à leur ancrage au niveau des tissus périphériques au cours des réactions 

inflammatoires407. En plus de leur rôle pro-inflammatoire, ces récepteurs sont impliqués 

dans la protection des cellules immunitaires contre l’apoptose induite par l’épuisement en 

facteurs de croissance ou par les récepteurs de mort. Ainsi, l’engagement de l’intégrine 

α9β1 ou des intégrines à chaîne β3 ou β5 liant la vitronectine, inhibe l’apoptose spontanée 

et induite par TRAIL des neutrophiles via l’augmentation des niveaux des protéines anti-

apoptotiques Mcl-1 et Bcl-xL par l’intermédiaire des voies PI3K/AKT et MAPK/ERK408. 

En outre, la réactivation du récepteur à l’antigène TCR (T-Cell Receptor) des lymphocytes 

T induit leur apoptose par l’activation de la voie extrinsèque assurée par le système 

Fas/FasL409,410. Cette forme d’apoptose dite aussi Activation Induced Cell Death ou AICD 

est inhibée lorsque les lymphocytes T effecteurs sont adhérés au collagène de type I via 

l’intégrine α2β1. Dans ce contexte, l’effet anti-apoptotique de l’intégrine α2β1 est dû à 

l’activation de la voie FAK/MAPK/ERK qui bloque l’expression de FasL et l’activation de 

la caspase-8 au sein du DISC. Contrairement au collagène, l’activation de l’intégrine α4β1 

par son ligand VCAM-1 favorise la mort par AICD des lymphocytes T effecteurs411. 
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1.3.5  Rôle des intégrines dans la survie et la résistance des tumeurs 
solides à la thérapie  

Les intégrines sont des médiateurs importants qui favorisent la progression des tumeurs 

solides11. Les expressions aberrantes des récepteurs à chaînes β1, β3 et β5 et des 

constituants de la MEC, dont le collagène et la fibronectine, sont souvent liées au processus 

malin358,412-414. L’expression élevée des intégrines β1 est associée au mauvais pronostic des 

patients atteints du cancer mammaire, gastrique ou du cancer pulmonaire dit « non small 

cell lung cancer »415-417. En plus de leur rôle dans la régulation de la croissance et 

l’induction des métastases tumorales, les intégrines sont importantes pour la survie et la 

résistance des tumeurs solides à la thérapie418,419.   

Les cellules tumorales sont généralement résistantes à l’anoïkose, ce qui leur permet de 

survivre en circulation et leur donne le temps de s’établir dans leurs nouveaux sites 

métastasiques420. Cependant, les intégrines demeurent des récepteurs importants pour la 

survie et la croissance de cellules malignes aussi bien dans leurs niches primaires que 

secondaires. L’analyse de biopsies de mélanomes démontre une co-localisation étroite des 

mélanocytes malins et du collagène au niveau cutané421. L’activation de l’intégrine αvβ3 

par le collagène préserve la survie des cellules du mélanome par l’inhibition de la 

translocation de P53 au noyau et l’augmentation des ratios Bcl-2/Bax422.  

De plus, les intégrines favorisent le maintien de la survie des cellules cancéreuses contre 

différents types de stress environnementaux tels que les déficits en facteurs de croissance. 

L’activation des  intégrines liant la laminine et la fibronectine favorise la protection des 

cellules du cancer pulmonaire de la lignée A549 contre l’apoptose induite par la privation 

de sérum et ce à travers l’activation des voies MAPK/ERK et PI3K/AKT423. La voie 

AKT/mTOR activée par l’interaction laminine/intégrine α6β4 maintient la survie des 

cellules du carcinome mammaire en absence de sérum par l’inhibition du facteur 4E-BP1 et 

l’activation de la machinerie traductionnelle424. Dans ce contexte, Mcl-1 est l’une des 

protéines majeures assurant la survie des tumeurs solides, dont la traduction peut être 

augmentée par la voie mTOR245,425. Par ailleurs, la liaison des intégrines β3 mais pas des 

intégrines β1 à la fibronectine, préserve la survie des cellules du cancer pancréatique PaCa 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Cha%C3%AEne_(serrurerie)
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en absence de sérum à travers la Trans-activation du récepteur IGF-1R et l’augmentation 

des niveaux de la protéine anti-apoptotique Bcl-xL426.  

Les intégrines favorisent également l’échappement des cellules malignes aux défenses 

immunitaires. En effet, l’adhésion des cellules PC3 du cancer de la prostate à la 

fibronectine via l’intégrine α5β1 induit leur protection contre l’apoptose activée par le 

TNF-α en activant la voie PI3K/AKT/survivine427. L’augmentation des niveaux de c-Flip  

suite à l’activation de l’intégrine αvβ3 est également impliquée dans la protection des 

cellules du cancer ovarien contre l’apoptose induite par TRAIL428.  

En outre, les intégrines sont des molécules importantes impliquées dans la chimio et la 

radiorésistance des cancers solides429,430. Des travaux récents ont montré leur  implication 

dans l’induction de la résistance des cancers épithéliaux contre les nouvelles thérapies 

ciblées telles que les inhibiteurs des récepteurs tyrosines kinases dont HER-2 ( 

trastuzumab), les modulateurs des récepteurs aux œstrogènes (tamoxifène), IGFR 

(cixutumumab), EGFR (cetuximab), et VEGF (bevacizumab)415,431,432.  

L’adhésion des cellules des lignées MDA-MB-231 et MDA-MB-435 du cancer du sein aux 

éléments de la MEC (fibronectine, laminine, collagène), par les intégrines β1, induisent leur 

résistance à l’apoptose mitochondriale causées par les inhibiteurs micro-tubulaires 

(paclitaxel et vincristine), en stimulant la voie PI3K/AKT et en augmentant les niveaux de 

Bcl-2433. Également, l’attachement des cellules du cancer pancréatique à la laminine et 

l’induction de la voie FAK diminue la sensibilité de ces cellules à la gemcitabine via 

l’augmentation des niveaux de la survivine et l’inactivation de Bad434,435. L’effet anti-

apoptotique induit par la voie FAK peut être amplifié, dans ce contexte, par l’activation de 

la voie ILK/AKT436. Les kinases activées par les intégrines, telles que FAK, Src, ERK et 

AKT, peuvent aussi promouvoir la survie cellulaire via la phosphorylation et l’activation 

des récepteurs tyrosine kinase. Ainsi, l’induction de la phosphorylation du récepteur EGFR 

par les intégrines β1 favorise la résistance des cellules du cancer du sein et des cellules 

A549 du cancer pulmonaire contre le cisplatine et les inhibiteurs des kinases (trastuzumab, 

lapatinib et  gefitinib)431,432,437. L’adhésion des cellules du carcinome hépatocellulaire à la 

laminine-5 abroge l’effet anti-prolifératif et anti-invasif induit par l’inhibiteur du VEGF 
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(ZD6474)438. Dans ce contexte, l’effet oncogénique de la laminine-5 est dû à l’activation de 

la voie ERK et du récepteur EGFR.  

En plus de leur effet anti-apoptotique direct, les intégrines peuvent entraver l’accumulation 

des drogues au niveau intracellulaire via l’induction de l’expression des transporteurs 

d’efflux ABC. Ainsi, l'engagement de l’intégrine αvβ3 protège les cellules du carcinome 

rénal et du cancer de la prostate contre l’apoptose induite par la vinblastine et la 

daunorubicine en augmentant les niveaux de la pompe ABCB1 par la voie  

PI3K/AKT439,440. Les intégrines peuvent également inhiber l’apoptose induite par les 

drogues en causant l’arrêt du cycle cellulaire. En outre, la stimulation de la voie KRas-

RalB/ NFκB par l’intégrine αvβ3 induit la quiescence des cellules de cancer du sein, 

pulmonaire et pancréatique, ce qui les protège de l’apoptose induite par les inhibiteurs des 

tyrosine kinases Erlotinib et lapatinib441. Certaines données récentes postulent que les 

modifications épigénétiques induites par les intégrines sont importantes pour la régulation 

de la résistance de novo des cancers. En effet, la chimiorésistance des cellules du cancer 

pancréatique  induite par l’intégrine α2β1 est dépendante de l’induction des histone acetyl-

transférases par la voie MAPK/ERK 442. Cependant, le mécanisme d’action de ces enzymes 

dans la régulation de la  résistance tumorale reste à étudier.  

Étant donné l’importance des intégrines à chaine β1, β3 et β5 dans la progression et la 

résistance des cancers solides443, l’inhibition de ces récepteurs est l’une des perspectives 

thérapeutiques majeures. Plusieurs essais cliniques (de phase I à III) sont en cours afin de 

déterminer le potentiel thérapeutique du blocage des intégrines  αvβ3, αvβ5, α5β1 et α2β1 

(Tableau 4)444,445.  
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Tableau 4: Les essais cliniques visant l'inhibition des intégrines dans le traitement des 
tumeurs solides (Danen, 2013)443 

 
 
 
  

http://www.hindawi.com/74317646/
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Le Cilengitide (EMD 121974, Merck), analogue cyclique des séquences RGD inhibant 

particulièrement les intégrines à chaine αV, a atteint la phase III d’essais cliniques pour le 

traitement du glioblastome, en combinaison avec la chimio ou la radiothérapie et il est en 

cours d’essais cliniques de phase II pour les autres types de tumeurs solides446.  Le 

Volociximab est un anticorps monoclonal spécifique de l’intégrine α5β1 (PDL BioPharma 

et Biogen Idec). Il a atteint récemment la phase II d’essais cliniques pour le traitement de 

différents types de tumeurs solides, en combinaison avec la chimiothérapie447,448. L’E7820 

est un dérivé sulfonamide aromatique qui interfère avec la synthèse de l’intégrine α2β1. Il a 

atteint la phase II d’essais cliniques pour le traitement des métastases médullaires en 

conjugaison avec la chimiothérapie et l’immunothérapie449-452. 

1.3.6  Rôle des intégrines  dans la survie et la chimiorésistance des 

hémopathies malignes  

1.3.6.1 Expression des intégrines par les cellules leucémiques 

L’analyse par la cytométrie en flux des blastes malins prélevés à partir du sang périphérique 

et de biopsies médullaires a démontré une prévalence de l’expression des intégrines liant la 

fibronectine (α4β1, α5β1) et la laminine (intégrine α3β1 et α6β1) sur les cellules 

leucémiques myéloïdes et lymphoïdes de type B (aiguës et chroniques)62,453,454. Par contre, 

l’expression de l’intégrine α2β1 liant le collagène de type I, varie selon les cohortes 

étudiées et peuvent atteindre 20% pour les leucémies AML et pré-B-ALL62,455. Concernant 

l’intégrine α1β1 liant le collagène de type IV, son expression est faible ou absente sur les 

leucémies aiguës AML et B-ALL. Par contre, elle est fréquemment exprimée, jusqu’à 70%, 

par les lymphomes de type T456. Le profil d’expression des intégrines obtenu dans ces 

travaux est consolidé par la capacité des cellules leucémiques à adhérer aux matrices 

correspondantes; la fibronectine, la laminine et le collagène. En corrélation avec le profil 

des leucémies AML et B-ALL, différentes études ont montré que les intégrines α4β1 et 

α5β1 sont abondamment exprimées sur les lignées T-ALL alors que celles liant le collagène 

(α1β1 et α2β1) et la laminine (α3β1 et α6β1) varient d’une lignée à l’autre332,370,457,458. 

Cependant, l’expression des intégrines sur les blastes primaires T-ALL n’a été étudiée que 

sur le plan d’ARNm228 
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Les intégrines α4β1 et α5β1 liant la fibronectine sont parmi les récepteurs les plus 

investigués dans le contexte de la pathogénèse des leucémies myéloïde et lymphoïde de 

type B. Tel que démontré par les tests d’adhésion in vitro et les analyses microscopiques, 

les lignées leucémiques myéloïdes et lymphoïdes ainsi que les blastes primaires sont 

capables d’adhérer fortement et de s’étaler au contact de la fibronectine ou de VCAM-1 

immobilisé ou exprimé par les cellules stromales et endothéliales335,336,459. In vivo, les 

clones B-ALL et myélomateux fortement positifs pour l’intégrine α4β1 démontrent une 

plus grande habilité d’ancrage, de survie et de croissance dans la  moelle osseuse et les 

organes extra-médullaires460,461. De plus, l’utilisation d’anticorps bloquants anti-α4 

augmente la mobilisation au niveau sanguin des cellules des xénogreffes du myélome 

multiple et des leucémies  B-ALL et AML et inhibe leur  recrutement au niveau de la 

moelle osseuse et des organes lymphoïdes et parenchymateux462-464. L’activation des 

intégrines α4β1 et α5β1 à travers le stroma médullaire est impliquée dans la régulation de 

différents processus biologiques nécessaires à la progression leucémique dont la croissance, 

la dissémination et la survie335,465-467.  

1.3.6.2 Rôle des intégrines dans la survie des hémopathies malignes 

Les intégrines  jouent un rôle important pour la survie des cellules  leucémiques. La culture 

en suspension des blastes primaires dérivant de patients ALL ou AML est accompagnée 

d’une mort spontanée et rapide des cellules, même en présence de forte concentration de 

sérum ou de facteurs de croissances (IL-7, IL-3, SCF, IGF). Par contre, leur mise en contact 

avec les cellules stromales ou la fibronectine, diminue considérablement leur sensibilité à 

l’apoptose468-470. 

 In vitro, les lignées ALL et  AML sont hautement sensibles à l’apoptose induite par les 

déficits en facteurs de croissance. Cette condition de stress est fréquemment rencontrée par 

les cellules tumorales en croissance à cause de la dynamique de divisions cellulaires 

illimitées et les altérations vasculaires associées. Cette condition induit la mort des cellules 

leucémiques par l’activation simultanée des voies extrinsèque et intrinsèque 

d’apoptose471,472. En effet, la privation de sérum induit une augmentation des protéines pro-

apoptotiques (Bim, Puma, Bid) et une diminution de l’expression des protéines de survie 

dont ERK dans les blastes AML et T-ALL119,473,474. Dans ce contexte, la survie des cellules 
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Jurkat et des blastes T-ALL primaires est préservée lorsqu’elles sont en contact avec les 

cellules BMSC, ce qui est dépendant de l’engagement des intégrines α4β1 et αLβ2 liant 

leurs ligands respectifs VCAM-1 et ICAM sur les cellules BMSC475. L’engagement de 

l’intégrine α4β1 favorise également la protection des cellules des lignées B-ALL contre 

l’apoptose induite en absence de sérum mais pas contre l’apoptose induite par les anticorps 

anti-Fas (CH11) ou anti-IgM470. L’effet anti-apoptotique de l’intégrine α4β1 est dépendant 

de l’activation persistante de la kinase FAK qui induit, à travers la voie PI3K/AKT, une 

augmentation des niveaux de la protéine anti-apoptotique Bcl-2334. L’adhésion à la 

fibronectine augmente également la résistance à l’apoptose des cellules myélomateuses par 

l’activation du facteur de transcription NF-κB constitué de l’hétérodimère RelB-p50 mais 

pas de l’hétérodimère P65-P50 activé généralement par la cytokine TNF-α pro-

apoptotique476. 

 En plus du rôle central de FAK dans l’activation de la voie PI3K/AKT par les intégrines et 

l’induction de la survie des cellules leucémiques, la voie ILK est également induite par le 

contact des cellules AML avec les cellules stromales et les protège contre l’apoptose 

induite en absence de sérum477. L’ILK est une serine thréonine kinase qui se lie à la chaine 

β des intégrines suite à son activation par la kinase PI3K398. L’ILK peut induire la survie 

des cellules AML via la stimulation des voies AKT, Notch  et ERK.  Il a également été 

démontré que la GSK3β est activée par l’intégrine α5β1 dans les myéloblastes, favorisant 

leur survie contre l’apoptose induite en absence de sérum et par le TNF-α478. Dans ce 

contexte, l’activité anti-apoptotique de la GSK3β est dépendante du recrutement simultané 

et de l’activation de la protéine adaptatrice RACK1 et de la phosphatase PP2A. Cependant, 

l’activation de GSK3β par l’intégrine α5β1 n’a pas été décelée dans les cellules AML des 

lignées HL-60 et KG1. L’ensemble de ces données suggèrent un rôle anti-apoptotique de la 

fibronectine dans la progression leucémique. Cependant, certains travaux rapportent un 

effet pro-apoptotique de la fibronectine dans le contexte des leucémies T-ALL et AML. 

Dans l’étude de Sugahara et al., l’incubation des lignées AML et T-ALL en contact de la 

fibronectine immobilisée ou soluble inhibe leur croissance et induit leur apoptose479. Des 

résultats similaires ont été démontrés par le équipes Fukai et Huberman480,481. La raison de 

ces controverses n’est pas encore comprise.  

http://jem.rupress.org/search?author1=H+Sugahara&sortspec=date&submit=Submit
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fukai%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20007695
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Par ailleurs, les intégrines sont également impliquées dans la protection des cellules des 

hémopathies malignes contre les défenses immunitaires. Ainsi le contact physique des 

cellules myélomateuses U266 et UM9 avec les cellules stromales ou l’une des matrices; 

fibronectine, vitronectine ou laminine, inhibent leur apoptose induite par les lymphocytes T 

cytotoxiques T-CD4+/CD8+482. Cet effet est dû au blocage de l’expression de Fas et 

l’augmentation des niveaux de survivine. Également, le contact des plasmoblastes malins 

avec les BMSC favorise leur protection contre l’apoptose induite par TRAIL et FasL 

recombinants, ce qui est lié à la régulation des niveaux d’expression de la caspase-8 et de 

son activation par la protéine c-FLIP au sein du DISC483. Également, notre laboratoire a 

démontré que l’activation de l’intégrine α2β1 par le collagène protège les  cellules T 

leucémiques Jurkat contre l’apoptose extrinsèque induite par les récepteurs de mort (FAS et 

TRAIL)410. L’engagement de l’intégrine α2β1 avec le collagène active la voie de survie 

FAK/ RAS/ERK qui, à son tour, diminue l’expression de FasL, inhibant ainsi l’activation 

de la caspase-8. Contrairement au collagène, la fibronectine n’induit pas la protection des 

cellules Jurkat contre l’apoptose induite par le récepteur de mort Fas410.  

1.3.6.3  Rôle des intégrines dans la chimiorésistance des hémopathies malignes 

En plus de leur implication dans la croissance et la survie, les intégrines sont importants 

pour la modulation de la réponse des hémopathies malignes contre la chimiothérapie. 

Certains travaux soulignent l’existence d’une corrélation entre les propriétés adhésives des 

cellules leucémiques AML et ALL au niveau médullaire et la résistance à la thérapie484,485. 

Dans l’état actuel des connaissances, le rôle chimio-protecteur de l’intégrine α4β1 est celui 

le plus étudié. Les travaux de plusieurs groupes ont clairement démontré que l’adhésion à la 

fibronectine ou à VCAM-1 via l’intégrine α4β1 protège les cellules du myélome multiple, 

des leucémies lymphoblastiques B et myéloïdes contre l’apoptose induite par la 

chimiothérapie312,463,486,487. L’effet de l’intégrine α4β1 n’est pas restreint à une seule classe 

pharmacologique de drogues mais s’étend à plusieurs molécules dont les agents alkylants 

(melphalan, cisplatine), les anthracyclines (doxorubicine, daunorubicine, mitoxantrone), les 

analogues nucléosidiques (cytarabine, fludarabine), les inhibiteurs des tyrosine kinases 

BCR-ABL (imatinib) et les radiations ionisantes.   
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La résistance à la thérapie anti-leucémique induite par les intégrines est liée à l’activation 

de plusieurs voies de survie (Figure 16)91,317. L’activation de la voie de survie PI3K/AKT 

et l’induction des protéines anti-apoptotiques Bcl-2, Bcl-xL et XIAP sont parmi les 

mécanismes majeurs impliqués dans la protection des cellules AML et B-ALL par 

l’intégrine α4β1318. Dans les cellules AML, l’engagement de l’intégrine α4β1 avec la 

fibronectine induit la dégradation protéosomale de Bim indépendamment de l’activation de 

la voie MAPK/ERK488. Par ailleurs, il a été démontré que l’adhésion aux cellules stromales 

par l’intégrine α4β1 favorise l’exclusion du mitoxantrone des blastes AML primaires269. 

L’induction des transporteurs ABCB1 et ABCC1 par l’intégrine α4β1 peut être liée à 

l’activation de la voie PI3K/AKT. En effet, l’analyse des blastes primaires AML montre 

l’existence d’une corrélation positive entre les niveaux d’activation de la voie PI3K/AKT et 

l’expression du transporteur ABCC1284. Contrairement au cas des cellules AML, la 

protection des cellules du myélome multiple via l’intégrine α4β1 semble être indépendante 

de l’efflux des drogues et de l’expression des transporteurs ABCB1, ABCC1 et ABCG2316. 

L’induction de la quiescence est aussi l’un des mécanismes favorisant la résistance des 

cellules leucémiques contre l’action apoptotique des drogues génotoxiques489. Dans les 

cellules du myélome multiple, l’action anti-apoptotique de l’intégrine α4β1 est liée à l’arrêt 

du cycle cellulaire via l’inhibition de la dégradation protéosomale de la protéine P27, un 

des inhibiteurs de la Cycline dependent kinases (Cdk)490.  

L’adhésion des cellules leucémiques K562 à la fibronectine inhibe l’apoptose induite par 

les inhibiteurs de la kinase BCR-ABL (imatinib et dasatinib)491,492. Le mécanisme anti-

apoptotique induit par la fibronectine est indépendant de la signalisation induite par la 

kinase BCR-ABL et il implique l’activation d’une tyrosine kinase de 80kDa non encore 

identifiée. Par ailleurs, dans les cellules leucémiques AML, les intégrines α4β1 et α5β1 

liant la fibronectine seules n’activent pas la voie Wnt mais peuvent agir en coopération 

avec le sFRP-1, antagoniste de la voie Wnt, pour induire l’inhibition de l’apoptose des 

cellules AML par la daunorubicine493. Dans ce contexte, l’effet de survie induit par le 

facteur sFRP-1 passe par la voie GSK-β/NFκB. Contrairement aux cellules AML, 

l’adhésion des cellules des lignées myélomateuses aux cellules stromales par l’intégrine 

α6β1 induit l’activation directe et autocrine de la voie Wnt/RhoA/ROCK, favorisant de 

cette façon, la protection de ces cellules contre l’apoptose induite par la doxorubicine494.  
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Les intégrines peuvent coopérer avec les facteurs solubles afin d’induire la 

chimiorésistance des cellules des hémopathies malignes. Il a été démontré que l’intégrine 

α4β1 potentialise la chimiorésistance des cellules du myélome multiple induite par l’IL-6  

en co-stimulant l’activation de STAT-3 induite par cette cytokine495. De plus, la chimiokine 

SDF-1α (CXCL-12) est l’un des facteurs solubles abondamment produits au niveau de la 

moelle osseuse par les BMSC et les cellules leucémiques496. Le CXCR-4, récepteur pour la 

chimiokine SDF-1α, joue un rôle primordial dans la pathogénèse des leucémies aigues497. 

Le contact des cellules leucémiques et lymphomateuses avec les cellules stromales induit 

l’association au niveau membranaire de CXCR-4 et de l’intégrine α4β1335,498,499. La liaison 

de SDF-1 à CXCR-4 augmente l’adhésion des cellules hématopoïétiques et des cellules des 

lignées myélomateuses et AML à la fibronectine et à VCAM-1 en induisant l’activation des 

intégrines α4β1 et α5β1. L’inhibition de CXCR-4 ou de l’intégrine α5β1 diminue 

considérablement l’adhésion des cellules leucémiques et diminue considérablement leur 

chimio-protection induite par l’intégrine α4β1486,487,500,501. Concernant les cellules des 

leucémies lymphoïdes chroniques (CLL), l’activation de la voie SYK-AKT par la co-

signalisation α4β1/CXCR-4 favorise la protection des cellules CLL contre l’effet 

cytotoxique induit par la fludarabine suite à l’augmentation des niveaux de la protéine anti-

apoptotique Mcl-1502.   

Damiano et al. ont postulé que l’intégrine α4β1 pourrait avoir un rôle primordial dans la 

chimiorésistance et l’agressivité des hémopathies malignes comparativement à celui de 

l’intégrine α5β1 faiblement retrouvé sur les clones résistants460. Ces suggestions ont été 

vérifiées à la lumière des données cliniques récentes montrant la forte corrélation entre les 

niveaux d’expression (ARNm ou protéique) de l’intégrine α4β1 et les rechutes des patients 

atteints de myélome multiple et des leucémies B-ALL et CLL503,504. L’augmentation des 

niveaux d’expression de l’intégrine α4 est associée dans les cellules B-ALL à une élévation 

concomitante de l’expression des gènes impliqués dans l’activation de la voie de survie 

PI3K/AKT503. L’expression de l’intégrine α4 est aussi en corrélation avec celles des gènes 

impliqués dans la régulation des voies Ephrine, Rho GTPases et de la chaine intégrine αL. 

Cependant, le rôle de ces voies dans la régulation de l’activité anti-apoptotique de 

l’intégrine α4β1 n’est pas encore élucidé. Par ailleurs, dans le cadre des leucémies CLL, 

l’expression de l’intégrine α4β1 est simultanée à celle d’autres facteurs pronostic tel que la 
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kinase Zap70, CD38 et le CXCR-4505. L’ensemble de ces données cliniques ont suggéré 

l’importance du ciblage thérapeutique de l’intégrine α4β1 afin d’augmenter l’efficacité de 

la chimiothérapie chez les patients et pour éviter l’émergence de la résistance acquise. Dans 

cette perspective, l'anticorps dirigé contre l’intégrine α4β1 (Natalizumab, Biogen IDEC), 

est en cours d’études cliniques pour le traitement du myélome multiple506-508, ce qui est 

également prévu dans un avenir proche pour les leucémies B-ALL et B-CLL317,486,509. 

Contrairement aux leucémies lymphoïdes B,  le rôle des intégrines liant la fibronectine dans 

la survie et la chimiorésistance des leucémies AML demeure peu évident. En effet, 

certaines travaux réalisés in vitro et in vivo ont démontré l’implication des intégrines α4β1 

et α5β1 dans la résistance des myéloblastes contre la chimiothérapie et la 

radiothérapie463,487,510. Cependant, les analyses cliniques ont souligné  la présence d’une 

très bonne corrélation entre l’expression de α4β1 et la meilleure réponse à la 

chimiothérapie ainsi qu’au meilleur pronostic vital des patients AML511,512. De plus, une 

étude récente n’a pas observé d’association entre l’expression de l’intégrine α5β1 et les 

rechutes des patients AML513. Ensemble, ces données suggèrent l’implication d’autres 

facteurs dans la régulation de la réponse des cellules AML au VCAM-1 et la fibronectine, 

tels que la co-activation des autres récepteurs intégrines514.  

Contrairement aux leucémies myéloïdes et lymphoïdes de type B, le rôle des intégrines et 

de la MEC dans la régulation de la réponse des lymphoblastes T malins à la chimiothérapie 

n’est pas encore établi. 

 



64 

 

Figure 16 : Mécanismes moléculaires de la résistance à la thérapie des hémopathies 
malignes induite par l'intégrine α4β1 (Meads et al. 2009)91. 
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1.4 Problématique, hypothèse et objectifs 

1.4.1 Problématique 

Les intégrines β1 sont importantes pour la survie et la progression des hémopathies 

malignes. Les intégrines liant la fibronectine (α4β1 et α5β1) sont impliquées dans 

l’inhibition de la réponse à la thérapie du myélome multiple et des leucémies B-ALL et 

AML317. Contrairement à la fibronectine, le rôle des autres matrices constituant le stroma 

médullaire dans la chimiorésistance des hémopathies malignes est peu étudié. Le collagène 

est la matrice la plus abondante au niveau médullaire9,10,45. Les travaux de notre laboratoire 

ont précédemment démontré que l’adhésion des cellules T effectrices au collagène via 

l’intégrine α2β1 augmente leur protection contre l’apoptose induite par la réactivation du 

TCR (AICD)409,410. Nous avons également démontré que l’interaction du collagène de type 

I avec l’intégrine α2β1 favorise la protection des cellules T leucémiques Jurkat contre 

l’apoptose extrinsèque induite par le récepteur de mort Fas410.  Contrairement au collagène, 

la fibronectine ne protégeait pas les lymphocytes T normaux et malins contre l’apoptose 

induite par Fas. Par contre, il a été démontré que la fibronectine peut induire l’apoptose de 

certaines lignées T-ALL et AML479. Ces données suggèrent que le collagène via l’intégrine 

α2β1 peut jouer un rôle plus important dans la promotion de la survie des leucémies T-ALL 

comparativement à celui induit par les intégrines liant la fibronectine. Ivanoff et al. ont 

démontré précédemment que les intégrines β1 liant le collagène (α2β1) et la fibronectine 

(α4β1, α5β1) sont exprimées sur les lymphoblastes T malins des  lignées T-ALL (Jurkat, 

HSB2 et CEM)370,458. L’intégrine α2β1 est également détectée à la surface de blastes 

primaires AML62,455. Comme les leucémies AML, les leucémies T-ALL se développent au 

niveau de la moelle osseuse riche en collagène de type I1,515. La liaison au collagène par 
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l’intégrine α2β1 est impliquée dans l’induction de la survie et de la chimiorésistance des 

tumeurs pancréatiques et mammaires433,516. Cependant, le rôle de l’intégrine α2β1 et du 

collagène dans la régulation de la réponse à la chimiothérapie des leucémies aiguës T-ALL 

et AML n’est pas encore étudié. 

1.4.2 Hypothèse 

En se basant sur l’ensemble de ces données, nous avons émis l’hypothèse que l’intégrine 

α2β1 liant le collagène favorise la résistance des cellules  leucémiques T-ALL et AML 

contre l’apoptose induite par la chimiothérapie.  

1.4.3 Objectifs 

Pour répondre à notre hypothèse, nous avons investigué les trois objectifs suivants : 

 Objectif 1 : Étudier le rôle du collagène et de la fibronectine dans la chimiorésistance des 

leucémies T-ALL et AML et identifier les intégrines impliquées. 

Objectif 2 : Déterminer le rôle de l’interaction collagène/ intégrine α2β1 dans la survie des 

leucémies T-ALL en absence de sérum. 

Objectif 3: Déterminer les mécanismes anti-apoptotiques et les voies de survie 

intracellulaires activés par l’intégrine α2β1.
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Chapitre II 
L'intégrine alpha2beta1 favorise la chimiorésistance des cellules 

cancéreuses contre la doxorubicine via la voie ERK 
(Extracellulaire-signal-Regulated Kinase) 

 

2.1 Résumé 

Le rôle des intégrines β1 dans la chimiorésistance des cellules de la leucémie 

lymphoblastique aiguë de type T (T-ALL) n’est pas encore établi. Dans cette étude, nous 

avons démontré que le collagène (Coll I) via l’intégrine α2β1, mais pas la fibronectine, 

réduit l'apoptose mitochondriale induite par la doxorubicine. L’effet anti-apoptotique du 

Coll I est lié à l’inhibition de la diminution des niveaux d’expression de la protéine anti-

apoptotique Mcl-1, induite par la doxorubicine. Le maintien des niveaux de Mcl-1 est 

essentiel pour la survie des cellules T-ALL induite par le Coll I et il est dû à l'inhibition de 

l'activation de la voie c-Jun N-terminal kinase (JNK) induite par la doxorubicine. En outre, 

l'activation de la voie MAPK/ERK, mais pas de PI3 kinase/AKT, est requise pour l’effet 

anti-apoptotique du Coll I. Ainsi, les résultats de notre étude suggèrent que l’interaction 

Coll I/α2β1 intégrine pourrait contribuer à l’émergence de la chimiorésistance des 

leucémies T-ALL. 
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Background: Mechanisms by which β1 integrins regulate resistance of cancer cells to 

chemotherapy. 

Result: α2β1 integrin, but not fibronectin-binding integrins, inhibits doxorubicin-induced 

apoptosis of leukemic T cells via JNK inhibition, and Mcl-1 upregulation in a 

MAPK/ERK-dependent pathway. 

Conclusion: α2β1 integrin/ERK pathway promotes chemoresistance of cancer cells. 

Significance: Activation of this pathway can contribute to the appearance of the drug 

resistance phenotype. 

2.2 Abstract 

The role and the mechanisms by which β1 integrins regulate the survival and 

chemoresistance of T cell acute lymphoblastic leukemia (T-ALL) are still poorly addressed. 

In this study, we demonstrate in T-ALL cell lines and primary blasts, that engagement of 

α2β1 integrin with its ligand collagen I (Coll I), reduces doxorubicin-induced apoptosis, 

whereas fibronectin (Fbn) had no effect. Coll I but not Fbn inhibited doxorubicin-induced 

mitochondrial depolarization, cytochrome c release and activation of caspase-9 and -3. Coll 

I but not Fbn also prevented doxorubicin from downregulating the levels of the prosurvival 

Bcl-2 protein family member Mcl-1. The effect of Coll I on Mcl-1 occurred through the 

inhibition of doxorubicin-induced activation of c-Jun-N-terminal Kinase (JNK). Mcl-1 

knockdown experiments showed that the maintenance of Mcl-1 levels is essential for Coll 

I-mediated T-ALL cell survival. Furthermore, activation of MAPK/ERK, but not PI3 

kinase/AKT, is required for Coll I-mediated inhibition of doxorubicin-induced JNK 

activation and apoptosis, and for Coll I-mediated maintenance of Mcl-1 levels. Thus, our 

study identifies α2β1 integrin as an important survival pathway in drug-induced apoptosis 

of T-ALL cells and suggests that its activation can contribute to the generation of drug 

resistance. 

 Key words: T cell leukemia, α2β1 integrin, collagen I, JNK, MAPK/ERK, Mcl-1 
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2.3 Introduction 

Integrins are α/β heterodimeric membrane proteins that mediate cell adhesion to the 

surrounding extracellular matrix (ECM). In addition to their anchoring function, integrins 

induce several intracellular signals that modulate cell behavior (1). Normal epithelial and 

endothelial cells depend on integrin signals for cell cycle progression and disruption of 

matrix attachment induces their apoptosis, a process termed anoikis (2). We and others 

have shown that integrins can also protect the cells against cytokine withdrawal (3,4), 

activation-induced cell death in T lymphocytes (5), and ligation of death receptors in 

endothelial cells (6). Integrin-mediated cell survival has been associated with the activation 

of the two major cell survival pathways, the phosphatidylinositol 3-kinase (PI3 

kinase)/serine/threonine kinase (AKT) and the MAPK/ERK pathways (1).  

Growing evidence suggests that tumor cell interactions with ECM of their 

microenvironment are important for tumor resistance against chemotherapy-induced 

apoptosis. However, the mechanisms by which integrins promote chemoresistance in 

cancer cells are still not fully understood. The α4β1 integrin, which binds fibronectin (Fbn) 

protects hematopoietic malignancies including myeloma (7) B cell leukemia (8), and 

myeloid leukemia cell lines (9) from the apoptotic effects of melphalan and Ara-C, and 

from radiation-induced apoptosis (10).  

Malignant T cells such as T cell acute lymphoblastic leukemia (T-ALL) cell lines express 

several β1 integrins, which serve as receptors for collagens, fibronectin and laminin (11). 

T-ALL is a hematopoietic malignancy, which also grows in the bone marrow that is rich in 

ECM (12). We have previously demonstrated that collagen type I (Coll I) inhibited Fas-

induced apoptosis of the Jurkat T-ALL cell line (13). Coll I was also shown to protect 

Jurkat cells from serum starvation-induced apoptosis (14). In contrast, Fbn has been shown 

to induce apoptosis of some leukemic T cell lines (15). Whether ECM proteins regulate the 

response of T-ALL cells to chemotherapy is currently unclear. Resistance of cancer cells to 

apoptosis is a major hurdle in anti-cancer therapies, and understanding how these cells 

escape apoptosis is likely to lead to new therapeutical avenues. 
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Chemotherapy-induced apoptosis involves the activation of the mitochondrial death 

pathway (16), which is tightly regulated by the balance between pro- and anti-apoptotic 

Bcl-2 family proteins (17,18). Activation of Bcl-2 pro-apoptotic proteins lead to the 

permeabilization of the mitochondria, and to the release into the cytosol of apoptogenic 

factors such as cytochrome c. Cytochrome c, then participates in the activation of caspase-

9, which in turn activates executioner caspases. 

In this study, we investigated the regulation of doxorubicin-induced apoptosis of T-ALL 

cells by β1 integrin signaling. Doxorubicin is a drug widely used in anti-cancer therapy 

including in T cell malignancies. We show that engagement of α2β1 integrin by its ligand 

Coll I, inhibited doxorubicin-induced apoptosis of T-ALL cells by inhibiting activation of 

the c-Jun-N-terminal-2 Kinase (JNK). This resulted in the maintenance of the prosurvival 

Mcl-1 levels. The protective effect of Coll I is mediated through the activation of the 

MAPK/ERK survival pathway. In contrast to Coll I, Fbn previously shown to be a weak 

inducer of MAPK/ERK in Jurkat cells (13,19), had no effect on doxorubicin-induced JNK 

activation, did not maintain Mcl-1 levels and thereby did not protect T-ALL cells from 

doxorubicin-induced apoptosis. Our study demonstrates an important survival role for α2β1 

integrin and its ligand Coll I in drug-induced apoptosis of T-ALL cells and suggests that its 

activation can contribute to the generation of drug resistance. 
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2.4 Experimental procedures 

2.4.1 Reagents and Antibodies 

 Collagen type I and doxorubicin were from Sigma (St-Louis, MO, USA). Human 

fibronectin was purchased from Millipore (Bellerica, MA, USA). The inhibitors of PI3 

Kinase/AKT (LY294002), JNK (SP600125) and MEK-1 (U0126) were from Calbiochem 

(San Diego, CA, USA). Antibodies were obtained as follows: anti-phospho- p44/42 MAPK 

(E-4), anti-ERK2 (C-14), anti-caspase 3 that detects the native and the active fragments of 

caspase-3, anti-Mcl-1, anti-Bcl-2 and anti- β-actin (C-2) were from Santa Cruz 

Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA); anti-phospho-AKT (Ser-473), anti-AKT, anti-

caspase-9, which detects the native and active fragments of caspase-9, anti-Bcl-xL, anti-

phospho-JNK1/2 (G9) and anti-JNK-2 (#9252) were from Cell Signaling Technologies 

(Beverly, MA, USA). PE-conjugated anti-human CD49b (α2 integrin) and APC-conjugated 

anti-CD29 (β1integrin) and isotypic control antibodies were from BD 

Bisociences/Pharmingen (San Diego, CA, USA). The anti-β1 (4B4) and anti- α2 (P1E6) 

integrin blocking antibodies were purchased from Beckman Coulter (Brea, CA, USA) and 

Millipore (Bellerica, MA, USA) respectively.  

2.4.2 Cell culture and primary T-ALL blasts 

 The human T-ALL cell lines Jurkat  (E6.1) and HSB-2 were obtained from ATCC 

(Manhasset, VA, USA) and were maintained in RPMI 1640 medium supplemented with 

10% of fetal bovine serum (FBS), 2mmol/L glutamine and 100 units/mL penicillin and 

streptomycin (complete medium). T-ALL patients were diagnosed and treated at Hôpital 

Saint-Louis (Paris, France). Informed consent was obtained from the patients or relatives in 

accordance with the Declaration of Helsinki and the study was approved by the Hôpital 

Saint-Louis and Institut Universitaire d'Hematologie Institutional Review Board. The study 

was carried out with cryopreserved leukemic cells from the bone marrow of patients at 

diagnosis. Two patients were diagnosed as stage III (Cortical immature TL) and one patient 

as stage IV (mature TL). The expression of α2 and β1 integrin chains on these T-ALL 

blasts was determined by the use of PE-conjugated anti-α2 (CD49b) and APC-conjugated 
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anti-β1 (CD29) specific antibodies. Samples were analyzed by Canto II flow cytometer 

(BD Biosciences, Le Pont de Claix, France).  

2.4.3 Determination of apoptosis and clonogenic survival 

T-ALL cells were resuspended at 1x106/ml in RPMI 1640 medium containing 2.5% serum. 

The cells were then seeded in 24-well plates (5 x105/well) and activated or not for 4 h with 

100 μg/ml of ECMp (Coll I, Fbn). The cell cultures were then treated with doxorubicin at 

250 ng/ml for Jurkat and HSB-2 T cell lines, and at 600 ng/ml for T-ALL primary blasts. 

After 16 to 24 h of drug treatment, apoptosis was determined by annexin V staining and 

flow cytometry analysis using the FACSCalibur cytometer (BD Biosciences) as we 

previously described (13). Apoptosis was also determined by a cell death detection ELISA 

kit measuring DNA fragmentation (Roche Applied Science) as we previously described 

(13).  

For clonogenic survival assays, the cells were activated or not with ECMp for 4 hours and 

then treated with doxorubicin for 24 h. The cells were then washed and seeded in complete 

RPMI medium containing 1% methylcellulose (StemCell Technologies, Vancouver, BC) at 

1x104 cells/ml. After 21 days, colonies with more than 40 cells were counted. 

2.4.4 Co-culture of Jurkat cells with bone marrow stromal cells 

 Human bone marrow-derived mesenchymal stem cells (MSCs) were a generous gift from 

Dr Nicholas Pineault (Hema-Québec, Québec) and were previously described (20). The co-

culture of Jurkat cells with MSCs and drug treatment was carried out as previously 

described (21,22). MSCs at passage 2 or 3 were seeded in 24 well-plates for 24 h to form a 

monolayer. Jurkat cells (5x105 in 500 μl of RPMI medium) were kept in suspension or co-

cultured with the monolayer of MSCs for 24 h. The cultures were then treated with 

doxorubicin (250 ng/ml) for 24 h. Jurkat cells were separated from MSCs by pipetting with 

ice-cold PBS. This treatment did not affect the MSC monolayer nor did it result in the 

detachment of MSCs. Apoptosis of Jurkat cells in suspension or cocultured with MSCs was 

then evaluated as described above.  
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2.4.5 Caspase activation, expression of Bcl-2 proteins, activation of ERK, AKT and 

JNK 

Activation of caspase-9 and caspase-3, expression of Mcl-1, Bcl-2 and Bcl-xL and 

phosphorylation of ERK1/2, JNK1/2 and AKT were determined by immunoblot analysis 

using specific antibodies as we previously described (23).  

2.4.6 Mitochondrial depolarization and cytochrome C release 

Loss of the mitochondrial membrane potential (ΔΨm) was measured by staining the cells 

with DioC6(3) (Molecular Probes, Eugene, OR) and flow cytometry analysis as previously 

described (24). Cytochrome C release was determined by immunoblot analysis of cytosolic 

fractions with an anti-cytochrome C antibody (clone 7H8.2C12; BD Pharmingen) as we 

previously described (25).  The purity of the cytosolic fractions was verified by immunolot 

analysis using an antibody against the mitochondrial cytochrome C oxidase (antibody 

20E8-C12, Molecular probes, Eugene, OR) as we previously described (25). We found that 

only the unbroken cell fraction, which contains the mitochondria, and not the cytosolic 

fraction, contains cytochrome C oxidase (data not shown). 

2.4.7 Plasmids and Cell Transfection 

The plasmids encoding the dominant-negative forms of MEK-1 (DN-MEK-1) and AKT 

(DN-AKT) were used in our previous studies (13,23,25). Jurkat cells were transfected by 

electroporation as we previously described (13).  

2.4.8 RNA Interference 

Silencer Validated siRNA specific for Mcl-1 (siRNA ID 120644 sense 

5`GGACUUUUAUACCUGUUAUtt3`, antisense 5`AUAACAGGUAUAAAAGUCCtg3`) 

and Silencer Negative Control siRNA were from Ambion and were used in our previous 

study (23). A second Silencer Validated siRNA sequence targeting Mcl-1 (siRNA ID 4170 

sense 5’CCAGUAUACUUCUUAGAAAtt3’, antisense 5’ 

UUUCUAAGAAGUAUACUGGga 3’) and its Silencer Negative control sequence were 

also from Ambion.  
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5x106 Jurkat cells were transfected with 200 nmol/L of Mcl-1 specific siRNA or Negative 

Control siRNA using the nucleofector method from Amaxa according to the manufacturer’s 

instructions. Jurkat cells were mixed with siRNA in the T cell nucleofector solution 

(solution 5) and transfected using the C016 program. The cells were then cultured in RPMI 

supplemented with 10% of fetal bovine serum for 6 h.Viable cells were recovered by 

Ficoll-hypaque density gradient centrifugation and used in subsequent apoptosis 

experiments. The inhibition of Mcl-1 protein expression was assessed by immunoblot 

analysis using Mcl-1 specific antibody. 

2.4.9 Statistical analysis 

Statistical analysis was performed by the Student’s t-test. Results with p<0.05 were 

considered significant. 
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2.5 Results 

2.5.1 Collagen type I- α2β1 integrin inhibits doxorubicin-induced apoptosis 

 The effects of Coll I and Fbn, two major matrix proteins of the bone marrow 

microenvironment, on doxorubicin-induced apoptosis were examined in two established T-

ALL cell lines, Jurkat and HSB-2. We found that preactivation of Jurkat and HSB-2 cells 

for 3-4 h with Coll I but not with Fbn inhibited doxorubicin-induced apoptosis; the 

percentage of annexin V-positive cells was decreased by 30% (Figure 1a) and DNA 

fragmentation was inhibited by approximately 38% (Figure 1b). Preactivation of the cells 

for more than 4 h with Coll I but not with Fbn also inhibited doxorubicin-induced 

apoptosis, whereas treatment of the cells with poly-L-Lysine; a non-integrin binding ligand, 

did not modulate doxorubicin-induced apoptosis (data not shown).  

We then tested if the combination of both matrix proteins would lead to a synergistic cell 

survival. Preactivation of the cells simultaneously with Fbn and Coll I only slightly 

decreased doxorubicin-induced apoptosis in comparison to cells preactivated with Coll I 

alone, however, this did not reach statistical significance (Figure 1c). Changing the 

concentrations of Coll I or Fbn or varying the time of cellular preactivation did not lead to a 

further decrease in doxorubicin-induced apoptosis of cells preactivated with both Coll I and 

Fbn in comparison to cells preactivated only with Coll I (data not shown).  

Several studies have previously shown that α2β1 integrin is the major Coll I receptor 

expressed on T cells including T cell lines (5,26,27). Herein, we found that blocking anti- 

α2 and anti-β1 integrin antibodies but not control isotypic antibody significantly block the 

ability of Coll I to reduce doxorubicin-induced apoptosis (Figure 1d). The blocking 

antibodies had no effect on doxorubicin-induced apoptosis (data not shown). Together, 

these results indicate that the protective effect of Coll I involves α2β1 integrin.  

Bone marrow-derived mesenchymal stem cells (MSCs), which are the producers of ECM in 

the hematopoeitic microenvironment, have previously been shown to protect B cell and 

myeloid leukemia from chemotherapy (21,22). Therefore, we evaluated the role of MSCs 

and of α2β1 integrin in the protection of Jurkat cells from doxorubicin-induced apoptosis. 
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In agreement (28), we found that co-culture of Jurkat cells with MSCs resulted in a 

reduction of doxorubicin-induced apoptosis compared to cells grown in suspension (Figure 

1e). In addition, we found that anti-α2 and anti-β1 integrin blocking antibodies but not 

control antibodies also abolished the protective effect of MSCs on Jurkat cells (Figure 1e).  

We then carried out clonogenic survival assays to assess if Coll I promoted long-term 

survival. As shown in figure 1f, treatment with doxorubicin led to the formation of very 

few colonies in both T cell lines. However, treatment with doxorubicin in the presence of 

Coll I but not of Fbn, led to significantly higher number of colonies in Jurkat and HSB-2 T 

cell lines. Taken together, these results indicate that Coll I via α2β1 integrin could 

constitute a major pathway contributing to T-ALL drug resistance.  

2.5.2 Coll I inhibits doxorubicin-induced mitochondria depolarization, cytochrome C 

release, caspase activation, and maintains Mcl-1 protein levels 

 Mitochondria death pathway plays a critical role in drug-induced apoptosis including in 

doxorubicin-induced apoptosis of T-ALL cell lines (29,30). Thus, we examined if Coll I 

modulates this apoptotic pathway. Treatment of Jurkat cells with doxorubicin induces the 

loss of mitochondrial membrane potential, which is reduced by Coll I but not by Fbn 

(Figure 2a). Similarly, Coll I but not Fbn also reduces doxorubicin-induced cytochrome C 

release (Figure 2b). We then examined the regulation of caspase activation. Doxorubicin 

induces the activation of both caspase-9 and caspase-3 as determined by the reduction in 

the levels of procaspase forms, and in the appearance of caspase-9 and caspase-3 active 

fragments (Figure 2c). The presence of Coll I reduces the capacity of doxorubicin to 

activate both caspases, whereas Fbn, which had no effect on doxorubicin-induced 

apoptosis, did not modulate doxorubicin-induced caspase activation (Figure 2c). Coll I but 

not Fbn also reduced doxorubicin-induced caspase activation in HSB-2 cells (Figure S1, 

supplemental data). These results indicate that the prosurvival effect of Coll I occurs at the 

level of the mitochondria.  

The balance between pro- and anti-apoptotic Bcl-2 proteins regulates the mitochondria 

death pathway and some studies have suggested that integrins can regulate Bcl-2 

prosurvival proteins (31,32). Accordingly, we studied the regulation of the three major Bcl-
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2 prosurvival proteins. Treatment of Jurkat cells with doxorubicin in the presence or 

absence of Coll I had no effect on the protein levels of Bcl-2 and Bcl-xL (Figure 2d). 

However, doxorubicin treatment dramatically decreased the levels of Mcl-1, and Coll I but 

not Fbn, restored those levels (Figure 2d). Coll I restored Mcl-1 levels up to 80% in 

doxorubicin-treated cells (average of three independent experiments). The maintenance of 

Mcl-1 protein levels by Coll I/ α2β1 integrin signaling also occurs in HSB-2 cells (Figure 

S2, supplemental data). Together these results suggest that Coll I can inhibit doxorubicin-

induced mitochondria signaling and apoptosis by maintaining the levels of Mcl-1. 

To test this possibility, we performed a Mcl-1 knockdown by RNA interference and tested 

the ability of Coll I to protect against doxorubicin-induced apoptosis. Transfection of Jurkat 

cells with Mcl-1 specific siRNA (ID 120644) but not with control siRNA drastically 

reduced Mcl-1 protein levels (reduction of 85 to 90%; average of three experiments) 

(Figure 2e; left panel). As expected, Coll I restored Mcl-1 levels upon doxorubicin 

treatment in control siRNA-transfected cells but not in Mcl-1 siRNA-transfected cells. In 

addition, Mcl-1 siRNA enhances doxorubicin-induced mitochondrial membrane 

depolarization, and more importantly, the protective effect of Coll I observed in control 

siRNA-transfected cells is abrogated in Mcl-1 siRNA-transfected cells (Figure 2e; right 

panel). Similar findings were obtained when apoptosis was measured by annexin V binding 

(data not shown). For more specificity, we used a second siRNA sequence targeting Mcl-1 

(ID 4170). We found that this sequence also drastically reduces the levels of Mcl-1 and 

abolishes the protective effect of Coll I (Figure S3, supplemental data). Together these 

results demonstrate that the protective effect of Coll I on doxorubicin-induced 

mitochondrial membrane depolarization and apoptosis occurs through the maintenance of 

Mcl-1 protein levels. It is noteworthy, knockdown of Mcl-1 by itself led to an increase in 

mitochondrial depolarization, which is in line with Mcl-1 as being a major regulator of 

mitochondrial integrity and survival of leukemic cells.  

2.5.3 Coll I inhibits doxorubicin-induced JNK activation 

 Previous studies have shown that JNK is involved in doxorubicin-induced apoptosis of T-

ALL cells (29,33), and that Mcl-1 stability and levels can be regulated by JNK (34). Thus, 

we considered the possibility that doxorubicin reduces Mcl-1 levels through a mechanism 
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involving JNK, and that Coll I could restore Mcl-1 levels by blocking JNK activation. In 

agreement, we found that treatment of T-ALL cell lines with doxorubicin increases the 

phosphorylation of JNK (Figure 3a) and the JNK inhibitor SP600125 reduces doxorubicin-

induced apoptosis by approximately 50-60% and also reduces doxorubicin-induced 

caspase-9 activation (Figure S4, supplemental data). We then examined the role of JNK in 

the regulation of Mcl-1 protein levels in doxorubicin-treated cells. The results show that the 

JNK inhibitor SP600125 inhibits the ability of doxorubicin to downregulate Mcl-1 protein 

levels in Jurkat and HSB-2 cells (Figure 3b left and right panel, respectively) indicating that 

JNK activation is essential for the downmodulating effect of doxorubicin on Mcl-1 levels. 

Finally, we found that Coll I but not Fbn inhibited the ability of doxorubicin to activate 

JNK in T-ALL cell lines (Figure 3c). Together these results indicate that doxorubicin 

reduces Mcl-1 protein levels through JNK, and Coll I could restore these levels by 

preventing activation of JNK. 

2.5.4 Coll I-mediated cell survival is MAPK/ERK dependent 

 Integrin-mediated signaling results in many cell types into the activation of the PI3 

kinase/AKT and MAPK/ERK survival pathways. We have previously shown in T cell lines 

that engagement of α2β1 integrin with Coll I activated the MAPK/ERK but not the PI3 

kinase/AKT pathway (13,19). Herein, we found that treatment of Jurkat cells with 

doxorubicin had no effect on ERK phosphorylation, and Coll I induced a significant 

increase in ERK phosphorylation both in the absence and in the presence of doxorubicin 

(Figure 4a). In contrast, doxorubicin or Coll I did not regulate AKT, which is constitutively 

phosphorylated in Jurkat cells (Figure 4b). These results suggest that the protective effect 

of Coll I could be mediated via the activation of the MAPK/ERK survival pathway.  

To test this possibility, we examined the effect of the MEK-1/ERK inhibitor U0126 on Coll 

I-mediated cell survival. Treatment of T-ALL cell lines with U0126 but not with 

LY294002 (PI3 kinase/AKT inhibitor) abolished the ability of Coll I to protect the cells 

from doxorubicin-induced apoptosis (Figure 4c). As a control, treatment of the cells with 

U0126 abolished Coll I-induced ERK phosphorylation, and treatment of the cells with 

LY294002 abolished AKT phosphorylation (data not shown). We also studied the 

implication of ERK and AKT using a genetic approach. Expression in Jurkat cells of a 
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dominant-negative form of MEK-1 (DN-MEK-1) but not of AKT (DN-AKT) partially 

reduced the protective effect of Coll I. We found that Coll I reduced doxorubicin-induced 

apoptosis by approximately 40% in control transfected cells and only by 15 % in DN-

MEK-1 transfected cells (Figure 4d). As we previously found (13,25,35), expression of 

DN-AKT and DN-MEK-1 also respectively diminished phosphorylations of AKT and ERK 

(data not shown). Although chemical inhibitors could possess off-target effects, data 

obtained with genetic approach confirm the implication of MAPK/ERK in Coll I-mediated 

cell survival.   

We then assessed if the effects of Coll I on the maintenance of Mcl-1 levels and on the 

inhibition of JNK activation (see Figure 2d and Figure 3c) were also dependent on 

MAPK/ERK. The results show that the MEK-1 inhibitor but not the PI3 kinase/AKT 

inhibitor reduced the ability of Coll I to restore Mcl-1 levels in doxorubicin-treated cells 

(Figure 4e) and abolished the ability of Coll I to inhibit doxorubicin-induced JNK 

activation (Figure 4f). Together these results indicate that α2β1 integrin promotes resistance 

to doxorubicin by activating the MAPK/ERK signaling pathway.   

2.5.5 Coll I protects T-ALL blasts from doxorubicin-induced apoptosis 

 To assess if our findings could have a clinical significance, we examined the expression 

and the function of α2β1 integrin in primary T-ALL blasts isolated from the human bone 

marrow. Three different patient samples were obtained and analyzed in our study. The three 

samples express significant levels of α2 integrin chain. Between 49 to 58% of the total cells 

express α2 integrin; although with different MFI (high levels of α2 integrin are detected on 

samples #1 and #2, whereas sample#3 expresses lower levels). However, all samples 

express high levels of the β1 integrin chain (Figure 5a). Having established the expression 

of α2β1 integrin, we tested if Coll I would protect these primary T cell blasts from 

doxorubicin-induced apoptosis. Preactivation of all three primary T-ALL blasts samples 

with Coll I reduced doxorubicin-induced apoptosis whereas Fbn had no significant effect 

(Figure 5b). Doxorubicin-induced apoptosis was reduced by 27% in sample #1, 25% in 

sample #2 and by 15% in sample#3. Finally, the MEK-1 inhibitor U0126 but not the PI3 

kinase/AKT inhibitor LY294002 also abolished Coll I-mediated cell survival in primary T-

ALL blasts (Figure 5c). Together these results demonstrate that the protective effect of Coll 
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I is not restricted only to T-ALL cell lines, and that the Coll I-α2β1 interaction could be an 

important cell survival pathway in the resistance of T-ALL towards doxorubicin-induced 

apoptosis.  
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2.6 Discussion 

The tumor microenvironment is recognized as a critical factor promoting tumor progression 

and survival. The bone marrow, which is rich in ECM proteins is the growth site for the 

development of hematological malignancies (12). However, the role of β1 integrin 

signaling in the resistance of malignant T cells to apoptosis is still poorly addressed. In this 

study, we demonstrate that Coll I through its receptor α2β1 integrin inhibits apoptosis of T-

ALL cells that is induced by doxorubicin; a chemotherapeutic drug widely used in anti-

cancer therapy.  

In contrast to Coll I, Fbn did not protect T-ALL cells from doxorubicin-induced apoptosis 

despite the fact that malignant T cells express Fbn-binding integrins α4β1 and α5β1 (11). 

However, Fbn, through α4β1 integrin, has been shown to reduce drug-induced apoptosis in 

other hematological maligancies such as myeloma and myeloid leukemia (7,9). This 

suggests that hematological tumors could respond differently to their tissue 

microenvironment depending on the integrin expression profile and on the signaling events 

active in the cells. The fact that Fbn does not protect T-ALL cells from doxorubicin-

induced apoptosis is reminiscent to previous studies. We have previously demonstrated that 

in contrast to Coll I, Fbn did not protect Jurkat cells from Fas-induced apoptosis (13). 

Engagement of α4β1 integrin with its ligand VCAM-1 has also been shown to enhance 

TCR-induced apoptosis of antigen-specific T cell clones (36), and Fbn via its α5β1 integrin 

receptor, can induce significant apoptosis in some myeloid and leukemia T cell lines (15). 

Together these studies indicate that α2β1 integrin could constitute the major β1 integrin 

survival pathway operating in T-ALL cells.  

Coll I/α2β1integrin interaction not only inhibited doxorubicin-induced apoptosis but also 

promoted clonogenic growth of T-ALL cells. Taken together with our previous study that 

has shown that α2β1 integrin reduces chemotherapy-induced apoptosis in breast cancer 

cells (25), our results strongly suggest that α2β1 integrin can be an important pathway 

contributing to the development of drug resistance in T-ALL and other cancer cells. 

In our study, we used soluble Coll I to ligate α2β1 integrin since T-ALL cell lines attach 

poorly to immobilized ECM. We and others have reported that in Jurkat cells, soluble Coll 
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I binds to α2β1 integrin and induces intracellular signaling (13,14,19,27,37). Soluble ECM 

ligands also induce intracellular signaling and modulate cell behavior in solid tumors. 

Soluble Coll I has been shown to influence TGFβ receptor signaling and gene expression in 

breast cancer cells (38,39), and soluble integrin ligands such as Coll I also rescue 

neuroblastoma cells from apoptosis under nonadherent conditions (40). ECM remodelling 

and degradation by metalloproteinases, which is associated with cancer growth and 

invasion, is likely to lead to the release of ECM components that can act as “soluble” 

peptides within the tumor microenvironment. T cell malignancies are also associated with 

metalloproteinases and ECM remodeling as well as dissemination (41-44). Thus, our study 

suggests that the Coll I released from tissue ECM can bind to α2β1 integrin, and provides 

T-ALL cells with a survival advantage against the cytotoxic effect of doxorubicin. In 

addition to soluble Coll I, we found that co-culture of Jurkat cells with MSCs protected 

them from doxorubicin-induced apoptosis, which is in agreement with a previous report 

(28). Moreover, our results showed that the protective effect of MSCs also involves α2β1 

integrin. Interestingly, the study of Guo et al reported that the effect of MSCs on Jurkat cell 

resistance to doxorubicin involves Notch1 signaling (28). Together these studies suggest 

that MSCs are likely to activate several signaling pathways to support T-ALL resistance to 

chemotherapy. Although it remains to be tested, it is also possible that a crosstalk exists 

between Notch1 and α2β1 integrin pathways in T-ALL chemoresistance. Since MSCs are 

known to produce and to express at their cell surface various ECM proteins including type I 

collagen (α2β1 integrin ligand) (45), our study indicates that interactions of T-ALL cells 

with MSCs via α2β1 integrin can constitute one important signaling pathway in their 

resistance against doxorubicin-induced apoptosis.  

Mitochondria death pathway plays a critical role in drug-induced apoptosis including in 

doxorubicin-induced apoptosis (29,30). Our results demonstrate that the protective effect of 

Coll I occurs at the level of the mitochondria. We found that Coll I reduces mitochondrial 

membrane depolarization, cytochrome C release, activation of caspase-9 and caspase-3, and 

maintained the levels of prosurvival Mcl-1 levels in doxorubicin-treated cells. Coll I 

signaling had no effect on the basal levels of Bcl-xL, Bcl-2 and Mcl-1, but it prevented 

doxorubicin from downregulating Mcl-1 protein levels. In agreement with our results, 

doxorubicin-induced apoptosis in leukemic cell lines has recently been associated with the 
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downmodulation of Mcl-1 levels and the subsequent activation of the mitochondria death 

pathway (30). Knockdown experiments showed that the maintenance of Mcl-1 levels by 

Coll I is necessary for the inhibition of doxorubicin-induced mitochondrial membrane 

depolarization and apoptosis. Together, these results indicate that Coll I/ α2β1 integrin 

signaling regulates doxorubicin-induced apoptosis of T-ALL cells by maintaining Mcl-1 

levels; which contributes to the protection of mitochondria. Interestingly, Mcl-1 

knockdown in T-ALL cells led to an increase in basal cell apoptosis. This effect has also 

been observed in different tumor cells including melanoma (23) and myeloma (46), further 

emphasizing the importance of Mcl-1 in regulating mitochondria integrity and cell survival.  

We also demonstrated that the maintenance of Mcl-1 levels by Coll I signaling in 

doxorubicin-treated cells could be attributed to the inhibition of doxorubicin-induced JNK 

activation. Indeed, we found that doxorubicin-induced downregulation of Mcl-1 levels is 

mediated via JNK, and that Coll I inhibited doxorubicin-induced JNK activation. Our 

results showed that JNK is important for doxorubicin-induced caspase activation and 

apoptosis in T-ALL cells, which is in line with previous studies (29,33). In addition, JNK 

has also been involved in the degradation of Mcl-1 through its phosphorylation and 

ubiquitination; a pathway that has recently been shown to play a key role in the 

sensitization of breast cancer cells to TRAIL by antimicrotubules agents (47) and in the 

synergy between the Bcl-2 pan-inhibitor ABT-737 and retinamide in the apoptosis of 

lymphoblastic leukemia cells (48). Thus, our study showed that inhibiting activation of 

JNK; which led to the maintenance of Mcl-1 levels, is one important mechanism 

accounting for α2β1 integrin-mediated doxorubicin resistance. Our results demonstrated 

that the prosurvival effect of Coll I is mediated through the activation of the MAPK/ERK 

but not the PI3 kinase/AKT survival pathway. In agreement with our previous report (13), 

we found that Coll I increases the phosphorylation of ERK but not AKT. We also show that 

activation of MAPK/ERK is required for the inhibitory effect of Coll I on doxorubicin-

induced JNK activation. In agreement with our results, activation of MAPK/ERK has been 

reported to negatively affect the activation of the JNK pathway in leukemic cell lines 

treated with the proteasome inhibitor bortezomib (49).  
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We found that Fbn, which did not activate the MAPK/ERK pathway (13,19), had no effect 

on apoptosis, or on Mcl-1 levels or JNK activation. This suggests that the differential 

ability of β1 integrins to regulate doxorubicin-induced apoptosis could be due, at least in 

part, to their differential ability to activate the MAPK/ERK survival pathway. These results 

further support the role of Coll I/ α2β1 integrin signaling pathway in the resistance of T-

ALL cells to drug-induced apoptosis, and suggest that targeting α2β1 integrin/MAPK/ERK 

pathway can be beneficial for the treatment of T-ALL. 

Our study reported for the first time that α2β1 integrin can be expressed on primary T-

leukemic blasts obtained from patients with T-ALL. We showed that Coll I but not Fbn 

protected T-ALL blasts from doxorubicin-induced apoptosis. These results indicate that the 

prosurvival function of α2β1 is not restricted to T cell lines but could have a clinical 

implication as well. Analysis of a larger number of samples will be necessary to establish if 

α2β1 integrin expression and function correlate with drug resistance and patient relapse. In 

support of our findings, Cleaver et al recently reported in three different cohorts that α2β1 

integrin (VLA-2) mRNA expression levels correlated with the resistance of pediatric T-

ALL to the treatment with glucocorticoids (50), suggesting that α2β1 can represent an 

important survival pathway contributing to drug resistance of T-ALL cells. Because of the 

limited availability of T-ALL samples, we did not examine in details the mechanisms by 

which Coll I protected primary T-ALL blasts from doxorubicin-induced apoptosis. 

However, the fact that JNK has been involved in doxorubicin-induced apoptosis of T-ALL 

blasts (29), and that we found that the MEK-1/ERK inhibitor abrogated the protective 

effect of Coll I in primary T-ALL blasts, argues in favor of the possibility that Coll I-

mediated protection in primary T cell blasts, occurs through the same mechanism 

demonstrated in T-ALL cell lines. 

Thus, our study has unraveled a β1 integrin survival signaling pathway operating in T-ALL 

cells in which ligation of α2β1 integrin with Coll I inhibits doxorubicin-induced apoptosis 

(depicted in Figure 6). Doxorubicin activates JNK, which induces the downmodulation of 

Mcl-1 levels; thus allowing the activation of the mitochondria death pathway (cytochrome 

C release and caspase activation). Ligation of α2β1 integrin with Coll I activates the 

MAPK/ERK survival pathway, which inhibits doxorubicin-induced JNK activation, leading 
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to the maintenance of Mcl-1 levels. In turn, Mcl-1 protects the cells from doxorubicin-

induced mitochondria cell death, thus promoting doxorubicin resistance. The mechanisms 

by which Coll I inhibits doxorubicin-induced JNK activation are not clear but a previous 

study reported that in Jurkat T cells, doxorubicin-induced JNK activation is dependent on 

caspase-2 and PKCδ activities (29). Thus, it is tempting to speculate that the inhibitory 

effect of Coll I could be at the level of either caspase-2 or PKCδ. These studies are 

currently underway in our laboratory.  

Further elucidation of the mechanisms by which α2β1 integrin signaling regulates drug-

induced apoptosis in T-ALL cells and other cancer cells is likely to lead to new therapeutic 

avenues.   
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2.10 Figures and legends 

Figure 1: Coll I inhibits doxorubicin-induced apoptosis. The T cell lines Jurkat (a) and 

HSB-2 (b) were preactivated or not for 4 h with Coll I or with Fbn, after which they were 

treated or not for 16 h with doxorubicin. At the end of cell culture, cell apoptosis was 

determined by Annexin V staining and flow cytometry analysis (Jurkat) or by DNA 

fragmentation ELISA assay (HSB-2) as described under “Experimental Procedures” 

section. Similar results were obtained when apoptosis was measured after 24 h of 

doxorubicin treatment (data not shown). (c) Jurkat cells were preactivated for 4 h with Coll 

I, Fbn, or with Coll I+Fbn. The cells were then treated or not for 16 h with doxorubicin, and 

apoptosis was determined by Annexin V staining and flow cytometry analysis.  (d) Jurkat 

cells were preincubated or not for 1 h with 10 µg/ml of control (IgG), anti-α2, or anti-β1 

integrin blocking antibodies before being activated with Coll I for 4 h. The cells were then 

treated or not with doxorubicin for 16 h, and apoptosis was determined by DNA 

fragmentation ELISA assay. The results in the four panels are presented as mean values 

from three independent experiments with S.D. as indicated. *p<0.05 between 

doxorubicin+Coll I and doxorubicin samples. **p<0.05  between doxorubicin+Coll I and 

doxorubicin samples, and between doxorubicin+Coll I and doxorubicin+anti-α2- or 

doxorubicin+anti-β1 samples. (e) MSCs inhibit doxorubicin-induced apoptosis of Jurkat 

cells via α2β1 integrin. Jurkat cells were cultured in suspension or with a monolayer of 

MSCs as described under “Experimental Procedures” section. Twenty four hours after 

doxorubicin treatment, Jurkat cells were separated from MSCs by pipetting with ice-cold 

PBS. As indicated, Jurkat cells were preincubated for 1 h with 10 µg/ml of anti-α2 or anti-

β1 integrin blocking antibodies or control isotypic antibody (IgG), washed with PBS and 

then co-cultured with MSCs. Apoptosis was determined by annexin V staining and FACS 

analysis. The results are presented as mean values from two independent experiments. 

*p<0.05  between samples of Jurkat cells co-cultured with MSCs treated with doxorubicin 

and samples of Jurkat cells cultured in suspension treated with doxorubicin, or with 

samples of Jurkat cells co-cultured with MSCs treated with doxorubicin in the presence of 

anti-α2- and anti-β1 antibodies, (f) Clonogenic survival of the T-ALL cell lines Jurkat (left 

panel) and HSB-2 (right panel) was determined as described under “Experimental 

Procedures” section. The results represent mean values of two independent experiments 
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with SD as indicated. *p<0.05 between doxorubicin+Coll I samples and doxorubicin+Fbn 

or doxorubicin samples. 

Figure 2: Coll I inhibits doxorubicin-induced mitochondria apoptosis by maintaining 

the levels of Mcl-1. (a) Coll I inhibits doxorubicin-induced loss of mitochondrial 

membrane potential. Jurkat cells were preactivated for 4 h with Coll I or Fbn, after which 

they were treated for 16 h with doxorubicin (Dox). The loss of the mitochondrial membrane 

potential (low ΔΨm) was measured by DioC6(3) staining and flow cytometry analysis. The 

results represent mean values of three independent experiments with SD as indicated. 

*p<0.05 between Dox+Coll I and Dox samples. (b) Coll I inhibits doxorubicin-induced 

cytochrome C release. After activation, the cytosolic fractions were prepared and analyzed 

by immunoblotting using anti-cytochrome C (cyt C) Ab. The blot was stripped and 

reprobed with anti-(ΔΨm). β-actin Ab to confirm equal loadings. (c) Coll I inhibits 

doxorubicin-induced caspase activation. The cells were activated as in (a) and after cell 

lysis, activation of caspase-9 and -3 was determined by immunoblot analysis using specific 

anti-caspase-9 and anti-caspase-3 antibodies that recognize the native forms and the active 

fragments of caspases. The membrane was stripped and reprobed with anti-b-actin antibody 

to confirm equal loading. The results in (b) and (c) are representative of three independent 

experiments. (d) Coll I maintains Mcl-1 levels in doxorubicin-treated cells. The cells were 

preactivated with Coll I or Fbn, after which they were treated for 12 h with doxorubicin 

(Dox). After treatment, the cells were lysed and the expression of Mcl-1, Bcl-2 and Bcl-xL 

was determined by immunoblot analysis using specific antibodies. The blots were stripped 

and reprobed with anti-β-actin antibody to ensure equal loading. The results are 

representative of three independent experiments. (e) Mcl-1 siRNA abolishes the protective 

effect of Coll I. Jurkat cells were transfected with control siRNA or with Mcl-1 siRNA. 

After transfection, the cells were activated with Coll I and treated or not with doxorubicin 

(Dox). Expression of Mcl-1 protein in control and in Mcl-1 siRNA transfected cells was 

assessed by immunoblot analysis, and β-actin levels were determined as control to ensure 

equal loading (left panel). Apoptosis of cells transfected with control and Mcl-1 siRNA was 

determined after 16 h of treatment with doxorubicin by measuring the loss of the 

mitochondrial membrane potential (right panel). The results represent mean values of three 
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independent experiments with SD as indicated. *p< 0.05 between Dox+Coll I and Dox 

samples in control siRNA-transfected cells.  

Figure 3: Coll I inhibits doxorubicin-induced JNK activation. (a) Doxorubicin activates 

JNK in Jurkat cells. The cells were treated with doxorubicin for the indicated periods of 

time and JNK activation was determined by immunoblot analysis using a specific antibody 

recognizing the phosphorylated forms of JNK1/2. The blot was stripped and reprobed with 

anti-JNK-2 antibody to ensure equal loading. (b) Activation of JNK is necessary for 

doxorubicin-induced Mcl-1 downregulation. The cells were treated for 12 h with 

doxorubicin (Dox) in the absence or in the presence of 10 μM of the JNK inhibitor 

SP600125. The cells were lysed and expression of Mcl-1 protein was determined by 

immunoblot analysis. The blot was stripped and reprobed with anti-β-actin antibody to 

ensure equal loading. (c) Coll I but not Fbn blocks the ability of doxorubicin to activate 

JNK. The cells were preactivated or not with Coll I or Fbn and then treated for 12 h with 

doxorubicin (Dox). JNK activation was determined by immunoblot analysis as described 

above. The results shown in the three panels are representative of three independent 

experiments. Non-specific bands are indicated as “NS” (Panel a and c). 

Figure 4: The protective effect of Coll I is dependent on MAPK/ERK but not on PI3 

Kinase /AKT pathway. Jurkat cells were activated for 4 h with Coll I in the presence or 

absence of doxorubicin (Dox) and activation of ERK (a) and AKT (b) was determined by 

immunoblot analysis using specific antibodies recognizing the phosphorylated forms of 

ERK1/2 and AKT. The blots were stripped and reprobed with anti-ERK2 and anti-AKT 

antibodies to ensure equal loadings. Similar results were found with HSB-2 cells (data not 

shown) (c) HSB-2 cells were pretreated or not with 10 μM of the MEK-1 inhibitor (U0126) 

or with 10 μM of the PI3 Kinase/AKT inhibitor (LY294002) for 1 h before being activated 

with Coll I for 4 h. The cells were then treated or not with doxorubicin and cell apoptosis 

was evaluated by DNA fragmentation ELISA assay. The results represent mean values 

from three independent experiments with SD as indicated. *p<0.05 between 

doxorubicin+Coll I or doxorubicin+Coll I+LY294002 and doxorubicin samples. Similar 

results were found with Jurkat cells (data not shown) (d) Jurkat cells were transfected with 

control plasmid or with plasmids encoding dominant-negative forms of MEK-1 (DN-MEK-
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1) and AKT (DN-AKT). After transfection, the cells were activated with Coll I for 4 h and 

then treated with doxorubicin (Dox). Apoptosis was then determined by annexin V staining 

and flow cytometry analysis. The results represent mean values from three independent 

experiments with SD as indicated. *p<0.05 between Dox+Coll I and Dox samples in 

control and in DN-AKT-transfected cells. (e) Jurkat cells were pretreated with U0126 or 

with LY294002 inhibitors prior to their activation with Coll I. The cells were then treated 

for 12 h with doxorubicin (Dox) and the expression of Mcl-1 was determined by 

immunoblot analysis. The blot was stripped and reprobed with anti-β-actin antibody to 

ensure equal loading. The results are representative of three independent experiments. (f) 

The cells were treated and activated as described in panel (e) and activation of JNK was 

determined by immunoblot analysis as described above. The results are representative of 

three independent experiments. Non-specific bands are indicated as “NS”.  

Figure 5: Coll I/α2β1 integrin inhibits doxorubicin-induced apoptosis in primary T-

ALL blasts. (a) Expression of α2 and β1 integrin chains on primary T-ALL blasts was 

determined by immunostaining and flow cytometry analysis. The number of positive cells 

(%) and the mean fluorescence intensity (MFI) values are indicated. (b) Coll I reduces 

doxorubicin-induced apoptosis of primary T-ALL blasts. The cells were preactivated or not 

for 4 h with Coll I or Fbn, after which they were treated for 24 h with doxorubicin. 

Apoptosis was then determined by annexin V staining and flow cytometry analysis. The 

results represent mean values of triplicates with SD as indicated. *p<0.05 between 

doxorubicin+Coll I and doxorubicin samples. (c) Coll I-mediated inhibition of doxorubicin-

induced apoptosis in primary T-ALL blasts (patient #2) is MAPK/ERK-dependent. The 

cells were pretreated or not with 10 μM of the MEK-1 inhibitor (U0126) or with 10 μM of 

the PI3 kinase/AKT inhibitor (LY294002) for 1 h before being activated with Coll I for 4 h. 

The cells were then treated or not for 24 h with doxorubicin (Dox), and cell apoptosis was 

evaluated by DNA fragmentation ELISA assay. The results represent mean values of 

triplicates with SD as indicated. *p<0.05between Dox+Coll I and Dox samples. 

Figure 6: Proposed model by which α2β1 integrin mediates doxorubicin resistance in 

T-ALL cells. Doxorubicin activates JNK, which induces the downmodulation of Mcl-1 

levels, thus allowing activation of the mitochondria death pathway. Ligation of α2β1 
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integrin with Coll I activates the MAPK/ERK survival pathway, which inhibits the ability 

of doxorubicin to activate JNK and subsequently to downregulate the levels of prosurvival 

Mcl-1. Maintenance of Mcl-1 levels leads to the protection of mitochondria and to the 

inhibition of cytochrome C release and caspase activation, and subsequently to the decrease 

in doxorubicin-induced apoptosis.  
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Figure 1: Coll I inhibits doxorubicin-induced apoptosis 
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Figure 2: Coll I inhibits doxorubicin-induced apoptosis by maintaining 

the levels of Mcl-1 
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Figure 3: Coll I inhibits doxorubicin-induced JNK activation 
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Figure 4: The protective effect of Coll I is dependent on MAPK/ERK but 
not on PI3Kinase/AKT pathway 
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Figure 5: Coll I/α2β1 integrin inhibits doxorubicin-induced apoptosis in 
primary T-ALL blasts 
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Figure 6: Proposed model by which α2β1 integrin mediates doxorubicin 
resistance in T-ALL cells 
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2.11 Supplementary figures and legends 
 

Figure S1: Coll I inhibits doxorubicin-induced caspase activation in  
HSB-2 T cell line 

 
 

 

 

The cells were preactivated with Coll I or Fbn for 4 h, after which they were treated for 16 

h with doxorubicin (Dox). The cells were lysed and activation of caspase-9 (a) and caspase-

3 (b) was determined by immunoblot analysis using specific anti-caspase-9 and anti-

caspase-3 antibodies that recognize the native forms and the active fragments of caspases. 

The membranes were stripped and reprobed with anti-β-actin antibody to confirm equal 

loading. The results are representative of two independent experiments. 
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Figure S2 : Coll I restores Mcl-1 levels in HSB-2 T cell line 

 

 

The cells were preactivated or not with Coll I, after which they were treated or not with 

doxorubicin (Dox) for 12 h. The cells were lysed and the expression of Mcl-1 and Bcl-2 (a) 

and Bcl-xL (b) was determined by immunoblot analysis using specific antibodies. The blots 

were stripped and reprobed with anti-β-actin antibody to ensure equal loading. The results 

are representative of two independent experiments. 
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Figure S3 : An additional Mcl-1 siRNA sequence abolishes the protective 
effect of Coll I 

 

 

Jurkat cells were transfected with control siRNA or with Mcl-1 siRNA (ID 4170). After 

transfection, the cells were activated with Coll I and treated or not with doxorubicin (Dox). 

Expression of Mcl-1 protein levels was determined by immunoblot analysis, and β-actin 

levels were determined as control to ensure equal loading (panel a). Apoptosis of cells 

transfected with control and Mcl-1 siRNA was determined after 16 h of treatment with 

doxorubicin by measuring the loss of the mitochondrial membrane potential (panel b). The 

results represent mean values of two independent experiments with SD as indicated. *p< 

0.05 between Dox+Coll I and Dox samples in control siRNA-transfected cells. 
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Figure S4 : Implication of JNK in doxorubicin-induced apoptosis 

 

 (a) HSB-2 T cells were activated with doxorubicin (Dox) in the presence or absence of 10 

μM of the JNK inhibitor SP600125.  Apoptosis was determined 24 h later by Annexin V 

staining and flow cytometry analysis. The results represent mean values of three 

independent experiments with SD as indicated. *p < 0.05 between doxorubicin+SP600125 

and doxorubicin samples. (b) HSB-2 cells were activated as above and 16 h later, activation 

of caspase-9 was determined by immunoblot analysis. (NS) indicates non-specific band. 

The membrane was stripped and reprobed with anti-β-actin Ab. 
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Chapitre III 

La signalisation via l’interaction collagène/beta1 
intégrine augmente l’expression du transporteur d’efflux 

ABCC1/MRP-1 par la voie MAPK/ERK. 

 

3.1 Résumé 

Les mécanismes par lesquels les intégrines β1 régulent la chimiorésistance des cellules 

cancéreuses ne sont pas encore complètement élucidés. Dans cette étude, nous rapportons 

que la signalisation via les intégrines β1 liant le collagène, mais pas la fibronectine, inhibe 

l'apoptose des lignées T leucémiques Jurkat et HSB2 induite par la doxorubicine et ceci via 

l’augmentation de l'expression et de l’activité du transporteur d’efflux ABCC1 (ATP-

Binding Cassette C1), connu également sous le nom MRP-1 (Multi-resistance associated 

protein-1). L'augmentation de l’expression du transporteur ABCC1 et l’induction de 

l’efflux de la doxorubicine par le collagène sont dépendants de l’activation de la voie de 

survie MAPK/ERK et de la polymérisation du cytosquelette d'actine. L’ensemble de ces  

résultats indiquent que la signalisation via la voie collagène/intégrine β1/ERK est impliquée 

dans la régulation de l'expression et de la fonction d’ABCC1 et que cette activation pourrait 

 être une voie importante dans la chimiorésistance des leucémies.  
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3.2 Abstract 

The mechanisms by which β1 integrins regulate chemoresistance of cancer cells are still 

poorly addressed. In this study, we report that collagen/β1 integrin signaling inhibits 

doxorubicin-induced apoptosis of Jurkat and HSB2 leukemic T cells by upregulating the 

expression and function of the ATP Binding Cassette C 1 (ABCC1) transporter, also known 

as Multi-drug resistance-associated protein 1 (MRP-1). We found that collagen but not 

fibronectin reduces intracellular doxorubicin content and upregulates the expression levels 

of ABCC1. Inhibition and knockdown studies showed that upregulation of ABCC1 is 

necessary for collagen-mediated reduction of intracellular doxorubicin content, and for 

collagen-mediated inhibition of doxorubicin-induced apoptosis. We also demonstrate that 

activation of the ERK/MAPK signaling pathway is involved in collagen-induced reduction 

of intracellular doxorubicin accumulation, in collagen-induced upregulation of ABCC1 

expression levels, and in collagen-mediated cell survival. Finally, collagen-mediated 

upregulation of ABCC1 expression and function also requires actin polymerization. Taken 

together our results indicate for the first time that collagen/β1 integrin/ERK signaling 

upregulates the expression and function of ABCC1 and suggest that its activation could 

represent an important pathway in cancer chemoresistance. Thus, simultaneous targeting of 

collagen/β1 integrin and ABCC1 may be more efficient in preventing drug resistance than 

targeting each pathway alone.  
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3.3 Introduction 

Integrins are α/β membrane receptors that mediate cell-cell interactions and cell adhesion to 

the surrounding extracellular matrix (ECM). Among these receptors, the β1integrin 

subfamily is widely expressed and constitutes a major class of integrins that mediate cell 

interactions with ECM components including fibronectin, laminins and collagens 

(Humphries et al., 2006; Harburger and Calderwood, 2009). In addition to their role in cell 

adhesion, integrins also activate several intracellular signaling pathways such as Focal 

adhesion kinase, Integrin-linked kinase, Src kinases and the ERK/ MAPKinase and PI3 

kinase /AKT pathways, which modulate cell growth and differentiation, migration, and 

survival (Lee and Juliano, 2004; Harburger and Calderwood, 2009; Streuli, 2009). In 

cancer, the prosurvival signals mediated by integrins-ECM interactions lead in several 

cases to the resistance of tumor cells to chemotherapeutic drug-induced apoptosis 

(Hehlgans et al., 2007; Meads et al., 2009) .  

Several studies have shown that integrins can protect both solid and hematological 

malignancies from chemotherapy-induced apoptosis by upregulating anti-apoptotic proteins 

and/or downmodulating the pro-apoptotic proteins of the Bcl-2 family as well as inhibiting 

activation of the caspase cascade (Hehlgans et al., 2007; Meads et al., 2008; Meads et al., 

2009). In addition to the direct modulation of apoptotic events, resistance to chemotherapy 

can also result from several cell adaptations (Luqmani, 2005; Fodale et al., 2011). Indeed, 

the treatment efficiency could be altered in resistant malignancies by overexpressing 

proteins that metabolize (Roos and Bolt, 2005) or chelate (Ruzza et al., 2009) the drug 

more efficiently. Resistant cancer cells could also escape from chemotherapy by decreasing 

the drug concentrations in the cytoplasm via expressing several transporters that belongs to 

the ATP binding cassette (ABC) superfamily (Deeley et al., 2006; Chen and Tiwari, 2011). 

These proteins, through the hydrolysis of ATP, have the ability to actively promote cell 

detoxification by creating unidirectional flow of a wide group of endogenous (steroids, 

metabolites, ions) or exogenous substrates (drugs), from the cytosol to the extracellular 

milieu. Drug transporters of the ABC family play a central role in the development of 

Multidrug Resistance (MDR), a phenomenon in which cancer cells acquire cross-resistance 

to an array of different chemotherapeutic compounds (Luqmani, 2005; Deeley et al., 2006; 
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Fodale et al., 2011). MDR-1 also called ABCB1 or P-glycoprotein (P-gP), is the first 

member of ABC transporters that has been described (Sharom, 2011). ABCB1, along with 

another ABC transporter; ABCC1 also called the Multidrug Resistance-associated Protein-

1 (MRP-1), are the most studied ABC transporters, and are expressed throughout normal 

and malignant tissues (Chen and Tiwari, 2011; Sharom, 2011).  

The signaling pathways regulating the activity and the high expression levels of ABC 

transporters in malignant cells are not fully understood. In this study, we asked whether 

ECM-integrin signaling could regulate ABC transporters. We tested this possibility in 

leukemic T-cell lines in which we have previously shown that collagen via its integrin 

receptors was able to reduce doxorubicin-induced apoptosis (Gendron et al., 2005). We 

show that collagen increased ABCC1 expression in an ERK-dependent manner in leukemic 

T-cells, which consequently decreased intracellular doxorubicin amount and doxorubicin-

induced apoptosis. Our results provide the first evidence of the regulation of ABCC1 by 

integrin signaling in cancer chemoresistance and suggest that simultaneous targeting of 

collagen/ β1 integrin and ABCC1 may be more efficient in preventing drug resistance than 

targeting each pathway alone. 
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3.4 Results 

3.4.1 Collagen, but not fibronectin reduces intracellular doxorubicin content. 

To determine if ECM regulates the intracellular doxorubicin amount, we studied the effect 

of collagen and fibronectin on doxorubicin accumulation in Jurkat and HSB2 T-ALL cell 

lines. We show that preactivating Jurkat (figure 1A) and HSB2 cells (figure 1B) with 

collagen reduces the intracellular accumulation of doxorubicin as determined by flow 

cytometry. Quantitative analysis indicates that the intracellular doxorubicin amount is 

reduced in collagen-treated cells by 50 to 65% in comparison to non-treated cells (figure 

1A and B; lower panels). Treatment of the cells with the collagen diluent had no effect on 

doxorubicin intracellular accumulation (data not shown). The effect of collagen on 

intracellular doxorubicin amount is also observed in cells treated with doxorubicin for 4 

and 24 hours (figure S1, supplemental data). 

The β1 integrins are the major collagen receptors expressed by leukemic T cell lines (Chan 

et al., 1991; Aoudjit and Vuori, 2000; Ivanoff et al., 2005; Van de Walle et al., 2005). Thus, 

we verified if the collagen effect is mediated via β1 integrin receptors. As shown in figure 

1C, the effect of collagen on the reduction of intracellular doxorubicin content is reversed 

by the anti-β1 integrin blocking antibody but not by the isotypic control antibody. In 

addition, the anti-β1 antibody did not affect the accumulation of intracellular doxorubicin in 

absence of collagen. Together, these results indicate that collagen reduces the intracellular 

doxorubicin content via β1 integrins. 

In contrast to collagen, fibronectin did not regulate the intracellular doxorubicin content in 

Jurkat (figure 2A) and HSB2 T cell lines (figure 2B). In addition, the differential effect of 

collagen and fibronectin was also confirmed by fluorescence microscopy (figure 3). Indeed, 

collagen but not fibronectin reduces the fluorescence intensity of cells exposed to 

doxorubicin. Taken together, these results indicate that collagen could be the main matrix 

protein that reduces intracellular doxorubicin amount in T-ALL cell lines.  
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3.4.2 Collagen increases the expression of ABCC1. 

Doxorubicin is a ligand for several ABC transporter family members including ABCC1, 

ABCC2, ABCC6, ABCB1, and ABCG2 (Belinsky et al., 2002; Luqmani, 2005; Deeley et 

al., 2006; An and Ongkeko, 2009). In addition, the ability of ABC transporters to clear their 

ligands from the intracellular milieu could be regulated by their expression levels 

(Bonhoure et al., 2006; Angelini et al., 2007). Accordingly, we studied the expression and 

the regulation of these drug transporters by collagen in T-ALL cell lines. Previous studies 

have reported that ABCC1 is the major ABC family member expressed in leukemic T-cell 

lines including Jurkat cells (Martel et al., 1997; van der Heijden et al., 2004; Franco and 

Cidlowski, 2006; Hammond et al., 2007). Similarly, we found that Jurkat and HSB2 cells 

express basal mRNA levels of ABCC1 but not of ABCC2, ABCC6, ABCB1 and ABCG2 

transporters (figure 4). Treatment of the cells with collagen upregulates the ABCC1 mRNA 

levels but had no effect on the expression of other ABC transporters (figure 4). As a 

positive control, and as previously shown (Gutmann et al., 1999; Prime-Chapman et al., 

2004; Gutmann et al., 2005), we found that the CaCo2 colorectal cancer cells express 

significant levels of ABCC2, ABCC6, ABCB1, and ABCG2 and weak/low levels of 

ABCC1 mRNA (figure 4). Doxorubicin treatment, which was previously reported to 

regulate ABC transporters levels (Steinbach et al., 2006), had no effect on the mRNA levels 

of the ABC transporters (figure 4). We then examined the expression of ABCC1 at the 

protein level. Immunoblot analysis shows that collagen upregulates ABCC1 levels in both 

Jurkat and HSB2 cells (figure 5A). In addition, flow cytometry analysis revealed that 

collagen treatment increased ABCC1 expression in Jurkat and HSB2 cells by 3 and 5 folds, 

respectively (figure 5B). Similar to the mRNA analysis, doxorubicin did not modulate the 

ABCC1 protein levels (figure 5A&B). 

The increased of ABCC1 protein levels were maintained for at least 12 h after the addition 

of collagen (figure S2, supplemental data). We also found that fibronectin, which had no 

effect on intracellular doxorubicin content, failed to upregulate ABCC1 expression (figure 

5C). The collagen effect on ABCC1 expression is mediated through β1 integrins since it 

was reversed by the blocking anti- β1 integrin mAb, which alone had no effect on ABCC1 

expression (figure 5D). Taken together, these results indicate that ABCC1 is the major 
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transporter expressed in leukemic T cell lines and that collagen, but not fibronectin, could 

enhance ABCC1 activity by upregulating its expression levels in T-ALL cell lines via β1 

integrin signaling.   

3.4.3 The reduction of intracellular doxorubicin content and doxorubicin-induced 
apoptosis by collagen involves the ABCC1 drug transporter.   

Since collagen treatment strongly upregulated the expression of ABCC1 in T-ALL cells, 

we studied the potential implication of this transporter in the collagen-induced inhibition of 

intracellular doxorubicin content. As a first step, we tested if collagen would reduce the 

intracellular accumulation of calcein-AM, a molecule which could be transported by 

ABCC1 (Lebedeva et al., 2011). The results show that collagen significantly reduces the 

intracellular calcein-AM amounts in Jurkat (figure 6A) and HSB2 cells (figure 6B), thus 

supporting the implication of ABCC1.  

To test the potential role of ABCC1 in collagen-induced doxorubicin efflux, we used 

pharmacological and genetic inhibitory strategies. Treatment of Jurkat cells with MK571, a 

frequently used ABCC1 inhibitor (Abdul-Ghani et al., 2006; Hammond et al., 2007), but 

not with the vehicle, significantly reduced the ability of collagen to decrease the 

intracellular doxorubicin content (figure 7A, left panel). We also used Reversan, a more 

recently described ABCC1 inhibitor (Burkhart et al., 2009). This compound also strongly 

abrogates the collagen-induced doxorubicin efflux in HSB2 cells (figure 7A, right panel). 

The effect of the two inhibitors was not due to cytotoxicity as we found no difference in 

cell viability between control and treated cells (95-96%). 

The implication of ABCC1 was also studied by an siRNA knockdown approach. A specific 

ABCC1 siRNA markedly reduced the transporter levels in Jurkat and HSB2 cells as 

monitored by flow cytometry (figure 7B). Quantification analysis indicates that the ABCC1 

levels were reduced by approximately 60% (figure 7B, lower panels). The reduction in 

ABCC1 protein levels is confirmed by immunoblot analysis (figure S3A supplemental 

data). The ABCC1 siRNA also reduces ABCC1 levels in collagen-treated cells (figure S3B 

supplemental material). Silencing ABCC1 significantly diminished the ability of collagen 

to reduce the intracellular accumulation of doxorubicin in Jurkat and HSB2 cells in 
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comparison with control siRNA transfected cells (figure 7C). Together these results 

demonstrate that the effect of collagen on intracellular doxorubicin content involves 

ABCC1.  

We have previously reported that collagen protects T-ALL cell lines from doxorubicin-

induced apoptosis (Gendron et al., 2005). Thus, we tested if the reduction of intracellular 

doxorubicin content by ABCC1 could contribute to collagen-induced T-ALL cell survival. 

To this end, we determined if silencing ABCC1 affects the prosurvival effect of collagen. 

ABCC1 silencing had no effect on spontaneous apoptosis, but strongly abrogated the ability 

of collagen to reduce apoptosis induced by a 16 h treatment with doxorubicin in Jurkat and 

HSB2 cells (figure 7D). ABCC1 siRNA had a similar effect when apoptosis was measured 

after 48 h of doxorubicin treatment (figure S4, supplemental data) further supporting the 

role of ABCC1 in collagen-induced doxorubicin resistance. Taken together, these results 

indicate that collagen inhibits doxorubicin-induced apoptosis by reducing its intracellular 

accumulation via a mechanism involving ABCC1 function.  

3.4.4 ERK signaling is required for collagen-induced effects on ABCC1 activity, 
expression, and cell survival. 

Integrin signaling leads to the activation of two major cell survival pathways including the 

ERK/MAPK and PI3 Kinase/AKT. We have previously shown that collagen increases the 

activation of ERK/MAPK but not that of PI3 kinase/AKT pathway in T-ALL cell lines  

(Gendron et al., 2003; Chetoui et al., 2006). Therefore, we examined the potential effect of 

ERK inhibition on collagen-induced ABCC1 function. As shown in figure 8, expression of 

a flagged dominant-negative form of MEK-1 (DN-MEK-1) in Jurkat and HSB2 cells 

(figure 8A) abrogated the collagen-induced reduction of intracellular doxorubicin amounts 

in comparison to cells transfected with the control vector (pcDNA). As a control, DN-

MEK-1- but not pcDNA-transfected cells express the flag-DN-MEK-1 (figure S5, 

supplemental data). In addition, we found that the specific MEK/ERK inhibitor U0126, 

reversed collagen-induced calcein-AM efflux (figure 8B). These results indicate that 

ERK/MAPK is required for collagen-induced inhibition of intracellular drug accumulation. 

We then explored whether ERK signaling pathway regulates ABCC1 expression. The 

results show that DN-MEK-1-expressing Jurkat and HSB2 cells exhibit reduced ABCC1 
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levels in response to collagen when compared with control cells (figure 8C). Finally, DN-

MEK-1 also abrogated the protective effect of collagen on doxorubicin-induced apoptosis 

(figure 8D). Taken together, our results indicate that collagen-induced ERK signaling in T-

ALL cell lines renders them less sensitive to doxorubicin-induced apoptosis by increasing 

the expression levels of ABCC1, which reduces intracellular doxorubicin amounts.  

3.4.5 Actin polymerization is required for collagen-induced doxorubicin efflux.   

Actin polymerization has been involved in collagen-induced ERK activation in Jurkat cells 

(Bijian et al., 2007) and was shown to be essential for ABCC1 activity (Hummel et al., 

2011). Since we have found that the effect of collagen on doxorubicin efflux and ABCC1 

expression is dependent on ERK activation, we examined if actin polymerization was also 

part of collagen signaling in upregulating doxorubicin efflux and ABCC1 expression levels. 

We show that treatment of Jurkat cells with collagen substantially enhances the content of 

polymerized filamentous actin (F-actin) as monitored by Alexa 594-conjugated phalloidin 

staining and flow cytometry analysis (figure 9A). This effect was totally abrogated by 

cytochalasin B (CB), an inhibitor of F-actin formation (figure 9A). We then tested whether 

inhibition of actin polymerization affects collagen-induced doxorubicin efflux and ABCC1 

expression. We found that CB significantly reduced the inhibitory effect of collagen on 

intracellular doxorubicin content (figure 9B) and inhibits the upregulation of ABCC1 levels 

by collagen (figure 9C). In the absence of CB, collagen reduced doxorubicin content by 

58%. However, in the presence of CB, collagen reduced doxorubicin content by only 25%. 

With regard to the upregulation of ABCC1, CB strongly inhibited the ability of collagen to 

upregulate ABCC1 (figure 9C). The ABCC1 levels in cells treated with collagen+CB are 

almost equal to those in non collagen-treated cells (basal levels). Similar results were also 

obtained with HSB2 cells (data not shown). Together these results indicate that collagen-

induced upregulation of ABCC1 expression levels and function requires actin 

polymerization.    
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3.5 Discussion 

One major hurdle in anti-cancer therapy is the development of drug resistance. Thus, 

understanding the mechanisms contributing to this process is likely to bring new insights 

into the design of new therapeutical strategies. Interactions of cancer cells with ECM is 

recognized as a critical factor contributing to their resistance to chemotherapy-induced 

apoptosis. We have previously reported that collagen via its α2β1 integrin receptor 

protected T-ALL cell lines from doxorubicin-induced apoptosis (Gendron et al., 2005). In 

this study, we demonstrate that collagen inhibits doxorubicin-induced apoptosis by 

promoting doxorubicin efflux via a mechanism involving activation of the ERK/MAPK and 

upregulation of the ABC transporter family member ABCC1. Inhibition and knockdown of 

ABCC1 with siRNA not only prevented collagen from reducing intracellular doxorubicin 

content but also abolished the protective effect of collagen on doxorubicin-induced 

apoptosis indicating that the reduction of intracellular doxorubicin amounts is an event that 

contributes to the protective effect of collagen.  

Doxorubicin is a substrate for ABCC1 which has been associated with doxorubicin 

resistance in multi-drug resistant cancer cells (Cole et al., 1992; Bonhoure et al., 2006; 

Angelini et al., 2007). However, our study indicates that sensitive cancer cells such as the 

leukemic T-cells lines Jurkat and HSB-2, can diminish their sensitivity to doxorubicin by 

upregulating ABCC1. In this context, our study provides the first evidence that ABCC1 

expression and activity can be regulated by β1 integrin signaling. 

One major growth site for T-ALL and other hematological malignancies is the bone 

marrow, which is a tissue rich in ECM such as fibronectin and collagen (Meads et al., 

2008). Thus, our study suggests that by interacting with collagen, T-ALL cells could 

upregulate ABCC1 levels and escape the cytotoxic effect of doxorubicin and subsequently 

become resistant to doxorubicin. Interestingly, high levels of ABCC1 have been shown to 

be expressed in hematological malignancies including T-cell acute lymphoblastic leukemia 

(T-ALL) (Martel et al., 1997; Ikeda et al., 1999; Poulain et al., 2000; Consoli et al., 2002; 

Hammond et al., 2007). Thus, our findings suggest an important role for collagen/ β1 

integrin signaling pathway in the upregulation of ABCC1 expression levels in these 

malignancies and in their resistance to drug-induced apoptosis.  
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In contrast to collagen, fibronectin had no effect on intracellular doxorubicin content, did 

not upregulate ABCC1 expression and did not protect the cells from apoptosis, despite the 

fact that fibronectin-binding integrins are also expressed in T-ALL cells (Ivanoff et al., 

2005). The differential ability of collagen and fibronectin to upregulate ABCC1 and to 

promote doxorubicin resistance could be due to their differential ability to activate the 

ERK/MAPK survival pathway, as it will be discussed below. 

Collagen did not upregulate the expression levels of other doxorubicin transporters 

including ABCB1, ABCC2, ABCC6 and ABCG2. In fact, ABCB1, ABCC2, ABCC6 and 

ABCG2 were not detected in T-ALL cell lines, which is in agreement with previous studies 

(Martel et al., 1997; van der Heijden et al., 2004; Franco and Cidlowski, 2006; Hammond 

et al., 2007). Culture of rat hepatocytes in collagen sandwich has been shown to upregulate 

ABCB1 (Lee, 2002; Turncliff et al., 2006). Although, the role of integrins has not been 

investigated but these studies support our findings and the notion that ECM- β1 integrins 

interactions can regulate ABC transporters.  

We also found that collagen promotes doxorubicin resistance by activating the prosurvival 

ERK/MAPK signaling pathway. Our results showed that inhibition of ERK reversed 

collagen-mediated reduction of intracellular doxorubicin content, collagen-mediated 

upregulation of ABCC1 expression levels and collagen-mediated inhibition of doxorubicin-

induced apoptosis. The role of ERK in collagen-induced upregulation of ABCC1 in T-ALL 

cell lines is further supported by the fact that fibronectin, which we have previously shown 

to be unable to activate the ERK/MAPK pathway in Jurkat cells (Gendron et al., 2003; 

Chetoui et al., 2006), also failed to upregulate ABCC1  expression levels. Currently, the 

mechanisms by which ERK upregulates ABCC1 expression levels are unclear. One 

possibility is that ERK activates certain transcription factors, which can upregulate ABCC1 

gene transcription. ERK can activate Ap-1, Notch1, and Sp-1 (Merchant et al., 1999; Xu et 

al., 2006; Goh et al., 2009), and these transcription factors have been associated with 

ABCC1 expression (Kurz et al., 2001; Muredda et al., 2003; Cho et al., 2011). Further 

studies are needed to determine how collagen/ β1 integrin signaling upregulates ABCC1 

expression. 
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Our results also show that actin polymerization is essential for collagen-induced 

upregulation of ABCC1 expression and activity. This could be explained by the fact that 

actin polymerization is involved in collagen-induced ERK activation in Jurkat cells (Bijian 

et al., 2007) and (data not shown), and ERK as shown here is important for the upregulation 

of ABCC1 expression levels. In addition, and as previously reported (Hummel et al., 2011), 

actin polymerization could also regulate the function of ABCC1 by stabilizing its 

localization at the plasma membrane suggesting that collagen can also enhance ABCC1 

activity through inducing actin polymerization. 

Collagen production in the tumor tissue can interfere with intratumoral uptake of 

chemotherapeutic agents (Netti et al., 2000; Loeffler et al., 2006). Thus, in addition, our 

study indicates that collagen can also favor drug resistance via upregulation of ABC 

transporters. It is interesting to note that hypoxic conditions were previously reported to 

modulate the expression and activation of ABC transporter such as ABCC1 (Thews et al., 

2009) and ABCB1 (Lotz et al., 2007; Thews et al., 2011) in cancer cells. Moreover, 

hypoxia also induces collagen production (Corpechot et al., 2002; Grobe et al., 2007) 

suggesting that the effect of hypoxia on ABC transporters could be due to collagen 

signaling. Together these studies point to the importance of collagen-tumor cell interactions 

in the establishment of the drug resistance phenotype. 

In summary, our study provides the first demonstration that collagen/β1 integrin contributes 

to doxorubicin resistance via upregulation of ABCC1. Further understanding of the 

mechanisms by which collagen upregulates ABCC1 is likely to lead to novel therapeutic 

strategies in preventing the appearence of the drug resistance phenotype.  
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3.6 Materials and methods 

3.6.1 Reagents and antibodies 

RPMI 1640, fetal bovine serum (FBS), penicillin–streptomycin and L-glutamine were 

purchased from Wisent (St-Bruno, QC, Canada). Collagen type I (Collagen), doxorubicin, 

cytochalasin B and mouse anti-Flag Ab (M2) were from sigma (St-Louis, MO). Human 

plasma fibronectin and the anti-ABCC1 mAb (clone QCRL-1) used in western blots were 

purchased from Millipore (Bellerica, MA). The MEK-1 inhibitor (U0126), the ABCC1 

inhibitor (MK571), and calcein-AM were from Calbiochem (San Diego, CA). Reversan 

was from Cedarlane (Burlington, ON). The blocking anti- β1 integrin (clone 4B4) and the 

appropriate IgG isotypic control antibodies were purchased from Beckman Coulter (Brea, 

CA). The FITC-conjugated anti-ABCC1 (clone QCRL-3) and the appropriate IgG isotype 

control antibodies used in flow cytometry analysis were from BD pharmingen (San Diego, 

CA). Phalloidin-Alexa Fluor 594 was from Molecular Probes (Invitrogen, Burlington, ON, 

Canada).  

3.6.2 Cell culture  

The human T-ALL cell lines Jurkat  (E6.1) and HSB2 were obtained from ATCC 

(Manhasset, VA) and were maintained in RPMI 1640 medium supplemented with 10% of 

fetal bovine serum (FBS), 2mmol/L glutamine and 100 unit/mL penicillin and 

streptomycin.  

3.6.3 Flow cytometry and fluorescence microscopy analysis of intracellular drug 
content.  

Jurkat and HSB2 cells in RPMI medium containing 2,5% FBS were activated with or 

without collagen, fibronectin (100 μg/ml) or with vehicle for 4 h, and then treated with 

doxorubicin (250 ng/ml) or with calcein-AM (1-5 nM) for different periods of time at 37°C 

in the dark. The cells were then washed three times with PBS, and doxorubicin or calcein-

AM intracellular contents were analyzed by flow cytometry (FACSCalibur, BD 

Biosciences) using the FL-2 and the FL-1 settings, respectively. The data were expressed as 

% of positive cells x MFI (Mean Fluorescence intensity) as previously described (Han et 

al., 2009; El Azreq et al., 2011).  
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For microscopy analysis, the cells were washed twice with PBS, fixed with 1% 

paraformaldehyde (30 min at 4°C in the dark) and washed with PBS. The samples were 

then resuspended in PBS (20 µl), and carefully spread over glass slides. Gel mount reagent 

(Biomeda corp) was used to mount the cover slips, which were viewed under a 

fluorescence microscope (Olympus BX-51) using the 40X objective connected to a digital 

camera (Olympus cool Snap). The general shape of the cells was observed by phase 

contrast and the doxorubicin content was revealed using a red excitation fluorescence filter.  

3.6.4 RT-PCR analysis 

Total RNA was extracted with Trizol reagent according to the manufacturer’s instructions 

(Invitrogen, Carlsbad, CA). First strand cDNA was prepared from 1 µg of total RNA using 

the Thermoscript RT-PCR system from Invitrogen (Carlsbad, CA). ABCC1, ABCC2, 

ABCC6, ABCB1, ABCG2 and β-actin transcripts were amplified by PCR using specific 

primers (Table 1). The amplification for each gene was in the linear curve. PCR reactions 

were done with 1U Taq polymerase in a total volume of 50 µl, and amplifications were 

carried out in a Peltier Thermal Cycler from MJ Research. ABC transporters and β-actin 

transcripts were amplified for 39 and 29 cycles respectively as follows:  ABCC1: 94o for 30 

s, 57o for 1 min, 72o for 2 min; ABCC2: 94o for 30 s, 56o for 1 min, 72o for 2 min; ABCC6: 

94o for 30 s, 55o for 1 min, 72o for 2 min; ABCB1: 94o for 30 s, 55o for 1 min, 72o for 2 

min; ABCG2: 94o for 30 s, 59o for 1 min, 72o for 2 min, and actin: 94o for 30 s, 58o for 35 

s, 72o for 2 min. Amplified products were separated on a 2% agarose gel and were detected 

by RedSafe and UV illumination in a GelDoc molecular imager (Biorad). 
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Table 1 : Primer sequences used for RT-PCR analysis of ABCC1, ABCC2, ABCC6, 
ABCB1, ABCG2 and actin expression. 

 
 

3.6.5 ABCC1 expression by flow cytometry. 

Jurkat and HSB2 leukemic T-cell lines in RPMI medium containing 2,5% FBS were 

activated with or without collagen or fibronectin (100 µg/ml) for 4h before their treatment 

with 250 ng/ml of doxorubicin for different periods of time. The cells were washed with 

PBS, permeabilized with a CytoFix/CytoPerm kit (BD Biosciences) and stained with FITC-

conjugated anti-ABCC1 mAb (20 µl/test) (clone QCRL-3), which recognizes an epitope 

located in the intracellular domain of ABCC1, or with isotypic control antibody. Stained 

cells were then washed and analyzed by flow cytometry (FACSCalibur, BD Biosciences). 

The data were expressed as % of positive cells x MFI (Mean Fluorescence intensity) as 

previously described (Han et al., 2009; El Azreq et al., 2011). 

3.6.6 Immunoblot analysis. 

After stimulation, the cells were washed in cold PBS and lysed in RIPA buffer containing 

protease and phosphatase inhibitors. Cell lysates were subjected to SDS-PAGE and 

analyzed by immunoblot using specific anti-ABCC1 mAb (clone QCRL-1). The blots were 

stripped and reprobed with control anti-β-actin Ab to ensure equal loading. In all 

experiments, immunoblots were visualized using an HRP-conjugated secondary antibody 

followed by enhanced chemiluminescence’s detection (Pierce, Rockford, IL).  
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3.6.7 ABCC1 siRNA and silencing.  

Jurkat and HSB2 T-cell lines were transfected using the Nucleofector (program C-016) 

(Amaxa Biosystems Cologne, Germany). Cells (5x106) were transfected with ON-

TARGETplus smart pool (200 nM) containing a mix of four siRNA directed against 

ABCC1 (Dharmacon; L-007308-00-0005) (Beedholm-Ebsen et al., 2010) or with a control 

nonsilencing siRNA (Dharmacon). After nucleofection, cells were immediately transferred 

to prewarmed complete medium and were used in subsequent experiments 24 h post-

transfection. The efficiency of ABCC1 silencing was assessed by western blot and flow 

cytometry analysis of ABCC1 expression levels.  

3.6.8 Plasmid transfection 

The empty plasmid (pcDNA) and the plasmid encoding the dominant-negative form of 

MEK-1 (DN-MEK-1) were previously used in our studies (Gendron et al., 2003; Aoudjit et 

al., 2004). 5x106 of Jurkat or HSB2 cells were transfected with 7 μg of total plasmid DNA 

using the Nucleofector (program C-016) (Amaxa Biosystems, Cologne, Germany). The 

cells were immediately allowed to recover in pre-warmed RPMI containing 10% FBS and 

were used in subsequent experiments 24 h post-transfection. DN-MEK1 expression was 

monitored by western blot using an anti-Flag antibody.   

3.6.9 Determination of apoptosis. 

Jurkat and HSB2 T cells in RPMI medium containing 2,5% FBS were activated or not with 

collagen (100 μg/ml) or with vehicle for 4 h. The cells were then treated with doxorubicin 

(250ng/ml) for 16 to 48 h. Apoptosis was determined using the Annexin V-FITC detection 

kit from BD Pharmingen. The cells were washed in PBS and incubated in 500 µl of 1x 

buffer containing 5 µl of Annexin V-FITC for 15 min at room temperature in the dark 

according to the manufacturer’s protocol. The cells were then analyzed by flow cytometry 

using the FL-1 setting (FACSCalibur, BD Biosciences). Apoptotic cells were identified as 

being Annexin V-positive.  
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3.6.10 Determination of intracellular F-actin content 

Jurkat and HSB2 T-cell lines in RPMI medium containing 2,5% FBS were incubated or not 

with cytochalasin B (10µM) for 1h. The cells were then activated or not with collagen for 4 

h. The cells were washed three times with PBS, permeabilized with a CytoFix/CytoPerm 

kit (BD Biosciences) and stained with Alexa Fluor 594-conjugated phalloidin (1µM). 

Stained cells were washed and then analyzed by flow cytometry (FACSCalibur, BD 

Biosciences). Data were expressed as % of positive cells x MFI (Mean Fluorescence 

intensity). 

3.6.11 Statistical analysis 

Statistical analysis was performed by the Student’s t-test. Results with p<0.05 were 

considered statistically significant. 
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3.9 Figures and legends 

Figure 1: Collagen/β1 integrin reduces intracellular amounts of doxorubicin. Jurkat 

(A) and HSB2 (B) cells were preactivated or not with collagen (Col) for 4 h and then 

treated with 250 ng/ml of doxorubicin (Dox) for an additional 2 h at 37°C in the dark. The 

cells were then washed with PBS and the intracellular doxorubicin content was analyzed by 

flow cytometry using the FL-2 settings. Upper panels represent flow cytometric profile of 

intracellular doxorubicin content (NT: non-treated; cells that had not been treated with 

doxorubicin). Intracellular doxorubicin content (Lower panels) was quantified according to 

the formula: positive cells (%) x the mean fluorescence intensity (MFI). (C) Jurkat cells 

were pretreated with 10µg/ml of anti-β1 (Anti-β1 mAb) or IgG isotypic control antibody 

(control mAb) for 1 h before being activated with collagen. The cells were then treated with 

doxorubicin and intracellular doxorubicin amount was determined as above. The results 

presented in A and B (lower panels) and in C represent mean values ± SD from three 

independent experiments. * P<0.05 where indicated. 

Figure 2: Fibronectin had no effect on intracellular doxorubicin content. Jurkat (A) 

and HSB2 cells (B) were preactivated or not with collagen (Col) or fibronectin (Fn) before 

the addition of doxorubicin. The cells were then washed with PBS and the intracellular 

doxorubicin content was quantified by flow cytometry. The results represent mean values ± 

SD from three independent experiments. * P<0.05 where indicated. 

Figure 3: Collagen but not fibronectin also reduces intracellular doxorubicin content 

as measured by fluorescence microscopy. Jurkat (A) and HSB2 cells (B) were 

preactivated with collagen (Col), fibronectin (Fn) or left unstimulated (NT) for 4 h and then 

were treated or not with doxorubicin (Dox) for 2 h. The cells were washed, fixed and 

mounted between slides and cover slips, and were observed by phase contrast and by using 

a red excitation fluorescence filter. The results are representative of three independent 

experiments. 

Figure 4: ABCC1 is the major ABC transporter expressed in leukemic T-cell lines. 

Jurkat and HSB2 cells were preactivated with collagen (Col) or left unstimulated (NT) for 4 

h and were then treated with doxorubicin (Dox) for 2 h. mRNA levels for the different 
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ABC transporters and for β-actin were determined by RT-PCR using specific primers (table 

1). The CaCo2 cell line was used as a positive control for ABCC2, ABCC6, ABCB1 and 

ABCG2 mRNA detection. (M) represents the 100 bp DNA ladder marker. The results are 

representative of three independent experiments.  

Figure 5: Collagen but not fibronectin upregulates ABCC1 protein levels through β1-

integrin. (A) Immunoblot analysis of ABCC1 expression. Jurkat (left panel) and HSB2 

(right panel) cells were preactivated with collagen (Col) for 4 h and then treated with 250 

ng/ml of doxorubicin (Dox) for 2 h. The cells were lysed and the cell lysates analyzed by 

immunoblot using the anti-ABCC1 mAb. The blots were stripped and reprobed with 

control anti-b-actin Ab to ensure equal loading. The results are representative of two 

independent experiments. (B) Flow cytometry analysis of ABCC1 expression in Jurkat and 

HSB2 cells. After collagen activation and doxorubicin treatment, the cells were washed 

with PBS and ABCC1 expression was assessed by flow cytometry by staining the cells 

with FITC-coupled anti-ABCC1 antibody or appropriate FITC-conjugated isotypic 

antibody. Representative flow cytometric profiles of ABCC-1 expression (upper panels). 

Lower panels represent quantification of ABCC-1 expression. (C) Fibronectin had no effect 

on ABCC1 levels. Jurkat cells were preactivated with collagen (Col) or fibronectin (Fn) 

and then treated or not with doxorubicin (Dox). The cells were then washed with PBS and 

ABCC1 expression was assessed by flow cytometry. (D) Collagen-mediated upregulation 

of ABCC1 levels is dependent on β1-integrin. Jurkat cells were pretreated with the control 

or anti-β1 integrin blocking antibodies for 1 h and then activated or not with collagen (Col) 

and ABCC1 expression was assessed by flow cytometry. The data in B (lower panels), C 

and D represent mean values ± SD of positive cells (%) x the mean fluorescence intensity 

(MFI) from three independent experiments. * P<0.05 where indicated. 

Figure 6: Collagen downregulates the intracellular accumulation of calcein-AM. Jurkat 

(A) and HSB2 cells  (B)  were preactivated or not with collagen (Col) for 4 h and then 

treated with increasing concentrations of calcein-AM for 30 min at 37°C in the dark. The 

cells were washed with PBS and the intracellular calcein-AM content was analyzed by flow 

cytometry using the FL-2 settings. The results represent mean values ± SD of positive cells 
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(%) x the mean fluorescence intensity (MFI) from three independent experiments. * P<0.05 

where indicated. 

Figure 7: ABCC1 inhibition abrogates collagen-induced drug efflux and protection 

against doxorubicin-mediated apoptosis. (A) ABCC1 inhibitors reduce collagen-

mediated doxorubicin efflux. Jurkat (left panel) and HSB2 (right panel) cells were 

pretreated for 1 h with 20µM of MK571 or Reversan respectively, or with the vehicle. The 

cells were then activated or not with collagen (Col), and treated with doxorubicin. The cells 

were washed with PBS and intracellular doxorubicin content was analyzed by flow 

cytometry using the FL-2 settings. (B) ABCC1 siRNA reduces ABCC1 levels. Jurkat and 

HSB2 cells were transfected with ABCC1 or control (Ctrl) siRNAs as described in 

“Materials and Methods” section. Efficiency of ABCC1 silencing in Jurkat and HSB2 cells 

was monitored by flow cytometry analysis of ABCC1 expression levels using FITC-

coupled anti-ABCC1 mAb as described in “Materials and Methods” section. Control 

isotypic staining of the cells is shown. Lower panels represent quantification of ABCC1 

expression in control and in ABCC1 siRNA- transfected cells. (C) ABCC1 siRNA reduces 

collagen-mediated doxorubicin efflux. Transfected Jurkat and HSB2 cells were activated or 

not with collagen (Col) before their treatment with doxorubicin. The cells were washed 

with PBS and intracellular doxorubicin content was assessed by flow cytometry. (D) 

ABCC1 siRNA reverses the protective effect of collagen on doxorubicin-induced 

apoptosis. Transfected Jurkat and HSB2 cells were left untreated (NT) or activated with 

collagen (Col) for 4 h, and then treated with doxorubicin (Dox). After 16 h of drug 

treatment, apoptosis was determined by annexin V staining and flow cytometry. The results 

in the different panels represent mean values ± SD from three independent experiments.* 

P<0.05 where indicated. 

Figure 8: ERK inhibition abrogates collagen-induced drug efflux, ABCC1 expression 

and resistance against doxorubicin-mediated apoptosis. (A) DN-MEK-1 inhibits the 

ability of collagen to reduce intracellular doxorubicin content. Cells were transfected with 

DN-MEK1 or pcDNA (empty plasmid). After transfection, the cells were activated or not 

with collagen (Col) and then treated with doxorubicin. The intracellular doxorubicin 

content was measured by flow cytometry. (B) The MEK-1 inhibitor abrogates collagen-
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mediated calcein efflux. Jurkat cells were preincubated or not for 1 h with 10µM of the 

MEK/ERK inhibitor (U0126) prior to their activation or not with collagen (Col) and 

treatment with calcein-AM. Intracellular calcein content was then assessed by flow 

cytometry. (C) DN-MEK-1 abolishes the upregulation of ABCC1 expression levels by 

collagen. Expression of ABCC1 in transfected cells was determined by ABCC1 staining 

and flow cytometry analysis as described in “Materials and Methods” section. (D) DN-

MEK-1 abolishes the protective effect of collagen on doxorubicin-induced apoptosis. 

Transfected cells were activated or not with collagen and then treated or not with 

doxorubicin (Dox) for 16 h (NT: Non treated). Apoptosis was determined by annexin V 

staining and flow cytometry analysis. The results in the four panels represent mean values ± 

SD from three independent experiments. * P<0.05 where indicated. 

Figure 9: Actin polymerization is required for collagen-induced drug efflux and 

ABCC1 expression. (A) Cytochalasin B (CB) abrogates collagen-induced F-actin 

formation. Jurkat cells were left untreated (NT), or activated with collagen (Col) in the 

presence or absence of CB (10μM). F-actin content was assessed by staining with Alexa 

fluor 594-conjugated phalloidin (1μM) and flow cytometry analysis as described in 

“Materials and Methods” section. (B) Actin cytoskeleton disruption abrogates collagen-

induced drug efflux. Jurkat cells were activated or not with collagen (Col) in the presence 

or absence of CB, and then treated with doxorubicin. Intracellular doxorubicin content was 

then assessed by flow cytometry analysis. (C) Actin cytoskeleton disruption abrogates 

collagen-induced ABCC1 expression. Jurkat cells were activated or not with collagen (Col) 

in the presence or absence of CB. ABCC1 expression was then assessed by intracellular 

staining and flow cytometry as described in the “Materials and Methods” section.  The 

results in A, B and C represent mean values ± SD of positive cells (%) x the mean 

fluorescence from three independent experiments. * P<0.05 where indicated.  
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Figure 1 : Collagen/β1 integrin reduces intracellular amounts 
of doxorubicin 
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Figure 2 : Fibronectin had no effect on intracellular doxorubicin content 
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Figure 3 : Collagen but not fibronectin also reduces intracellular 
doxorubicin content as measured by fluorescence microscopy 
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Figure 4 : ABCC1 is the major ABC transporter expressed in leukemic  
T-cell lines 
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Figure 5 : Collagen but not fibronectin upregulates ABCC1 
protein levels through β1-integrin 
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Figure 6 : Collagen downregulates the intracellular accumulation of 
calcein-AM 
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Figure 7: ABCC1 inhibition abrogates collagen-induced drug efflux and 
protection against doxorubicin-mediated apoptosis 
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Figure 8 : ERK inhibition abrogates collagen-induced drug efflux, 
ABCC1 expression and resistance against doxorubicin-mediated 

apoptosis 
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Figure 9 : Actin polymerization is required for collagen-induced drug 
efflux and ABCC1 expression 
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3.10 Supplementary figures and legends 
 

Figure S1 : Kinetic effect of collagen on intracellular doxorubicin 
accumulation  

 
 

 

Jurkat cells were activated or not with collagen (Col) for 4h and then treated with 

doxorubicin (250ng/ml) (Dox) for an additional 4 or 24h. The cells were washed with PBS 

and the intracellular doxorubicin content was analyzed by flow cytometry using the FL-2 

settings. A representative flow cytometric profile of intracellular doxorubicin content is 

shown.  
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Figure S2 : Sustained expression of ABCC1 by collagen 

 

 

HSB2 cells were activated or not with collagen (100µg/ml) (Col) for 4 or 10 h before 

adding doxorubicin (250ng/ml) (Dox) for an additional 2 h. The cells were washed with 

PBS and ABCC1 expression was assessed by flow cytometry using FITC-coupled anti-

ABCC1 antibody as described in “Materials and Methods”. The results represent the mean 

values ± SD of positive cells (%) x the mean fluorescence intensity (MFI) from three 

independent experiments. * P<0.05 where indicated.  
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Figure S3 : ABCC1 siRNA silencing in leukemic T cells 

 
 

(A) Jurkat cells were transfected with ABCC1 or with control (Ctrl) siRNAs as described in 

Material and Methods. Cell lysates were prepared and analyzed by immunoblot using the 

anti-ABCC1 mAb (clone QCRL-1). The blots were stripped and reprobed with control anti-

β-actin Ab to ensure equal loading. (B) ABCC1 levels in collagen-treated cells. Flow 

cytometry analysis of ABCC1 expression levels in collagen-treated cells transfected with 

control or with ABCC1 siRNA. Lower panels represent quantifications of ABCC1 levels. 

The results are representative of three independent experiments. * P<0.05 where indicated.  
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Figure S4 : ABCC1 silencing abrogated the collagen-mediated escape 
from apoptosis induced by a 48 h exposure to doxorubucin 

 
 

Jurkat cells were transfected with control or ABCC1 siRNAs. 24 h after transfection, the 

cells were left untreated (NT) or activated or not with collagen (100 µg/ml) (Col) for 4 h 

and incubated with doxorubicin (250 ng/ml) (Dox) for 48 h. The cells were washed and 

apoptosis was determined by annexin V staining and flow cytometry analysis. Data 

represent mean values ± SD from three independent experiments.* P<0.05 where 

indicated.    
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Figure S5: DN-MEK-1 expression in transfected cells 

 
 
 

Jurkat cells were transfected with DN-MEK1 or pcDNA (control) plasmids as described in 

“Materials and Methods” section. The cells were then washed in cold PBS and lysed in 

RIPA buffer containing protease and phosphatase inhibitors. Cell lysates were subjected to 

SDS–PAGE and analyzed by immunoblot using the anti-Flag mAb. The blots were stripped 

and reprobed with control anti-β-actin Ab to ensure equal loading. Immunoblots were 

visualized using an HRP-conjugated secondary antibody followed by enhanced 

chemiluminescence’s detection.  
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Chapitre IV 

L’intégrine alpha2beta1 promeut la résistance à la 
doxorubicine  via l’inhibition de la voie pro-apoptotique 

Rac1/JNK. 
 

4.1 Résumé :  

Nous avons récemment montré que l'intégrine α2β1 liant le collagène promeut la résistance 

des cellules de la leucémie lymphoblastique aiguë de type T (T-ALL) contre la 

doxorubicine. Dans la présente étude, nous avons constaté que des lignées cellulaires de la 

leucémie myéloïde aiguë (AML) expriment également l’intégrine α2β1 et que leur adhésion 

au collagène promeut leur chimiorésistance. Nous avons également trouvé que l'apoptose 

induite par la doxorubicine est liée à l'activation de la voie Rac1/JNK et que le collagène 

inhibe cette voie au niveau de Rac1. En inhibant Rac1, le collagène réduit aussi les 

dommages à l’ADN causés par la doxorubicine. L'effet protecteur du collagène est 

dépendent de l'activation de la voie de survie MAPK/ERK mais pas de la voie PI3K/AKT. 

En conclusion, nos données suggèrent que, via le ciblage de l’effecteur pro-apoptotique 

Rac1, la voie de l’intégrine α2β1/MAPK/ERK pourrait être importante pour la protection 

des cellules leucémiques contre les anthracyclines et pourrait représenter une cible 

thérapeutique prometteuse dans le traitement anti-leucémique. 
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4.2 Abstract 

The mechanisms by which integrins promote cancer chemoresistance are not fully 

understood. We have recently shown that the collagen-binding integrin α2β1 promoted 

doxorubicin resistance in acute T cell lymphoblastic leukemia (T-ALL). In this study, we 

found that acute myeloid leukemia (AML) cell lines also express α2β1 integrin and 

collagen promoted their chemoresistance as well.  Furthermore, the ectopic expression of 

α2 integrin is sufficient to confer doxorubicin resistance of MOLT3 leukemic cells, further 

supporting the importance of α2β1 integrin in leukemia chemoresistance. Our results also 

show that doxorubicin-induced apoptosis is associated with activation of Rac1/JNK 

pathway in leukemic cells and that collagen inhibited this pathway at the level of Rac1. 

Moreover, collagen also inhibited Rac1-induced DNA damage as determined by the 

reduction of the phosphorylated levels of the histone H2AX upon doxorubicin treatment. 

The effect of collagen on leukemia cell survival, activation of the Rac1/JNK pathway and 

phosphorylation of H2AX are dependent on the activation of the MAPK/ERK but not on 

the PI3K/AKT pathway. Together our results show that by targeting proapoptotic Rac1, 

α2β1 integrin/MAPK/ERK pathway can be a major pathway protecting leukemic cells from 

genotoxic agents and may thus represent an important therapeutic target in anti-cancer 

treatment.  

 

 

  



     
 

155 
 

4.3 Introduction 

Integrins are α/β heterodimeric membrane proteins that mediate cell-cell and cell-

extracellular matrix (ECM) interactions. Integrin-mediated attachment to ECM is critical 

for cancer growth and metastasis [1, 2]. In addition, integrins are also critical in cell 

survival. Normal epithelial and endothelial cells undergo a form of cell death known as 

anoikis when cultured in suspension or on an inappropriate matrix protein [3, 4]. Several 

studies have also shown that integrin-ECM interactions are involved in cancer 

chemoresistance of both solid and haematological tumors [5]. A major action of 

chemotherapy on cancer cells occurs via induction of apoptosis and therefore inhibition of 

apoptosis can significantly contribute to chemoresistance [6]. Along these lines, integrins 

activate the two major cell survival pathways including MAPK/ERK and PI3 kinase/AKT 

[7]. 

The bone marrow niche, in which ECM components such as collagen and fibronectin are 

very abundant, is one of the major growth and development site for hematological 

malignancies [8, 9]. The α4β1 integrin, which binds to fibronectin and to VCAM-1 has 

been involved in the inhibition of chemotherapy-induced apoptosis of acute myeloid 

leukemia (AML) cells and of B cell malignancies [10-12]. However, clinical studies did not 

show a correlation between α4 integrin expression levels and the clinical outcome of AML 

patients [13, 14] suggesting that additional integrin pathways might be involved [15]. 

Chemotherapeutic drugs usually induce caspase activation and apoptosis by activating the 

mitochondria death pathway, which is regulated by pro- and anti-apoptotic proteins of the 

Bcl-2 family [6, 16]. The exact molecular mechanisms by which different drugs induce 

apoptosis are complex and not fully elucidated. Several studies have identified the stress 

kinase c-Jun N-Terminal kinase (JNK) as an important pathway in chemotherapy induced-

apoptosis [17, 18].  

Rac1 belongs to the Rho family of small GTPases and plays a central role in cytoskeleton 

organization and in cell adhesion and migration [19]. Recent studies have also attributed a 

role for Rac-1 in apoptosis. Rac1 has been involved with podocyte injury in chronic kidney 

disease [20], with β-amyloid peptide induced neuronal death [21] and especially with 
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doxorubicin cytotoxicity in cardiomyocytes [22]. In addition, Rac1 has been associated 

with DNA damage response to topoisomerase II inhibitors such as doxorubicin and 

etoposide [23, 24]. Rac1 enhances the interactions of topoisomerases II with their 

respective drugs, which then leads to the formation of double strands breaks and to the 

DNA damage response and to either DNA repair or induction of cell death [23-25]. 

Doxorubicin is a powerful anti-cancer agent and is a gold standard in the treatment of 

leukemia [26]. Thus, understanding how integrins regulate doxorubicin-induced stress 

response and apoptosis is of high value for cancer treatment in clinic.  

We have recently shown that the collagen-binding integrin α2β1 promotes doxorubicin 

chemoresistance in acute T lymphoblastic leukemia (T-ALL) by inhibiting JNK activation 

[27]. In this study, we extend our findings by showing that α2β1 integrin also promotes 

chemoresistance of AML cells and we provide evidence that α2β1 integrin-mediated 

chemoresistance is associated with the inhibition of doxorubicin-induced Rac1 activation 

upstream of JNK activation and with the inhibition of the DNA damage response as 

determined with the phosphorylation levels of histone HA2X. Together our results show 

that α2β1 integrin can be a major pathway protecting leukemic cells from genotoxic agents 

and may thus represent an important therapeutic target in anti-cancer treatment.  
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4.4 Experimental procedures 

4.4.1 Reagents and Antibodies 

Collagen type I and doxorubicin were from Sigma (St-Louis, MO, USA). Human 

fibronectin was purchased from Millipore (Bellerica, MA, USA). The JNK (SP600125), 

MEK-1 (U0126) and PI3 kinase/AKT (wortmanin) inhibitors were from Calbiochem (San 

Diego, CA, USA). Rac1 inhibitor (NSC23766) was obtained from Tocris Bioscience 

(Ellisville, MO, USA). Antibodies were obtained as follows: anti-phospho-p44/42 

MAPK/ERK (E-4), anti-ERK2 (C-14), anti-caspase-3 that detects the native and the active 

fragments of caspase-3, anti-Mcl-1, anti-Bcl-2 and anti-β-actin (C-2) were from Santa Cruz 

Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA); anti-phospho-AKT (Ser-473), anti-AKT, anti-

caspase-9, which detects the native and active fragments of caspase-9, anti-Bcl-xL, anti-

phospho-JNK1/2 (G9) and anti-JNK-2 (#9252) were from Cell Signaling Technologies 

(Beverly, MA, USA). PE-conjugated anti-human α2 integrin (clone 12F1), PE-conjugated 

anti-human α1 integrin (clone SR84) and APC-conjugated anti-β1 integrin (clone MAR-4) 

and isotypic control antibodies were from BD Biosciences (San Diego, CA, USA). The 

anti-β1 integrin (clone 4B4) and anti-α2 integrin (PEI6) blocking antibodies were 

purchased from Beckman Coulter (Brea, CA, USA) and Millipore (Bellerica, MA, USA) 

respectively. 

4.4.2 Leukemia cell lines and cell culture 

The AML cell lines U937, HL-60, PLB-985 and T-ALL cell lines Jurkat, HSB2, MOLT-3 

were from ATCC (Manhasset, VA, USA). Cells were maintained in RPMI 1640 medium 

supplemented with 10% of fetal bovine serum (FBS), 2 mmol/L glutamine and 100 

units/mL penicillin and streptomycin.  

4.4.3 Matrix coating and determination of apoptosis 

48-well plates were coated overnight with 1 mg/ml of collagen type I and fibronectin or 

with bovine serum albumin (BSA) (1%) at room temperature under the drying air of the 

hood as previously described [28, 29].  Leukemic cells (5x105) in 500 ul of serum-free 

medium containing 50 ug/ml BSA were seeded into coated wells. After 1 h incubation at 

370C, the wells were washed gently to remove non-adherent cells. The remaining cells were 
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then treated with doxorubicin in RPMI medium containing 2,5% serum. Apoptosis was 

determined after 24h by annexin V staining and flow cytometry analysis using the FACS 

Calibur cytometer (BD Biosciences).  

4.4.4 Immunoblot analysis of Caspase activation, Bcl-2 proteins expression, JNK 
phosphorylation 

Activation of caspase-9 and caspase-3, expression levels of Mcl-1, Bcl-2 and Bcl-xL and 

JNK1/2 phosphorylation were determined by immunoblot analysis using specific antibodies 

as previously described [27]. β-actin was used as loading control. 

4.4.5 RNA isolation and analysis 

Total RNA was extracted with Trizol Reagent according to the manufacturer's instructions 

(Life Technologies). First-strand cDNA was prepared from 2 µg of total RNA using the 

Thermoscript RT-PCR system from Invitrogen (Carlsbad, CA). α1, α2 integrin and β-actin 

transcripts were amplified by PCR using specific primers. PCR reactions were carried out 

with 1 U Taq polymerase in a total volume of 50 µL, and amplifications were carried out in 

a Peltier Thermal Cycler from MJ Research. The PCR amplifications conditions and 

specific primers for α1, α2 integrin and β-actin were as respectively described [30-32]. 

4.4.6 Cell surface expression of integrin subunits 

The cells were first incubated on ice for 1 h with inactivated human serum to block putative 

Fcgamma receptors. After three washes with PBS, the cells were stained with 10 μg/ml of 

phycoerytherin-conjugated antibodies against human α1, α2 and APC-conjugated anti-β1 

integrin subunits or with their corresponding isotypic antibodies for 30 minutes on ice. The 

cells were washed with PBS and analyzed by flow cytometry (FACSCalibur, BD 

Biosciences).  

4.4.7 Plasmids and transient cell transfection 

The plasmids encoding c-Myc-tagged forms of wild type Rac1 (WT-Rac1) and dominant-

negative Rac1 (N17-Rac1) were generously provided by Dr. Josée N. Lavoie (Laval 

University, Canada) and were previously described [33]. 2 x 106 cells were transfected with 

a total of 3 μg of the different plasmids (pcDNA3.1, N17Rac1+pcDNA3.1 or N17Rac1+ 
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WT Rac1) using Amaxa nucleofector apparatus (Program C016) according to the 

manufacturer’s instructions. After 24 h of transfection, viable cells were recovered by ficoll 

gradient and used in subsequent experiments. Transfection efficiency was verified by 

western blot analysis using anti-cMyc specific antibody kindly provided by Dr Sylvain 

Bourgoin (Laval University). 

4.4.8 Generation of MOLT-3 cells overexpressing α2β1 integrin 

The generation of MOLT-3 cells expressing the α2 integrin chain (MOLT-3-α2) was 

carried out as previously described [34].  Briefly, the cells were transfected by 

electroporation using the Bio-RAD gene pulser X cellTM and after 48 h, viable cells were 

recovered by ficoll gradient and grown in a complete medium containing 1 mg/ml of 

geneticin. After 3 weeks of selection, the cells were tested for the expression of α2 integrin 

by flow cytometry. Control cells expressing the pcDNA plasmid (MOLT-3-pcDNA) were 

also generated in the same experimental conditions as for (MOLT-3-α2). 

4.4.9 Mcl-1 knockdown by RNA interference 

Two validated Mcl-1 silencing sequences and silencer negative control siRNA were from 

Ambion and were used in our previous study [35]. 5x106 cells were transfected with 0.2-1 

μM of siRNA using the nucleofector method from Amaxa according to the manufacturer’s 

instructions. Mcl-1 downregulation was verified by immunoblot analysis using Mcl-1 

specific antibody. 

4.4.10 Measurement of Rac1 activity 

Commercial Rac-1 G-LISA™ kit customized to capture and quantify Rac1-GTP was 

purchased from Cytoskeleton, Inc (Denver, CO, USA). Rac1-GTP activity was assessed on 

treated and untreated cell lysates according to the manufacturer’s instructions. 

 4.4.11 Statistical analysis 

Statistical analysis was performed using Student’s t-test. Results with p<0.05 were 

considered significant. 
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4.5 Results 

4.5.1 α2β1 integrin protects AML cell lines from doxorubicin-induced apoptosis 

To study the role of collagen in AML response to chemotherapy, we first examined the 

expression of the two major collagen-binding integrins α1β1 and α2β1 on two well-

characterized AML cell lines HL-60 and U937. RT-PCR analysis indicates that α2 mRNA 

is detected in the two cell lines, while the expression of α1 mRNA is only detected in HL-

60 cells (Fig. 1A). However, FACS analysis revealed that only α2 integrin chain is 

expressed at the protein level on both HL-60 and U937 cells, 98% and 77% of positive cells 

respectively (Fig. 1B). As expected, all the cells express high levels of β1 integrin subunit. 

Altogether, these data indicate that α2β1 but not α1β1 integrin can be the major collagen-

binding integrin expressed on AML cells.  

We then studied the role of α2β1 integrin in mediating AML cell protection against 

doxorubicin- induced apoptosis. U937 and HL-60 cells cultured on collagen are 

significantly protected against doxorubicin-induced apoptosis, by about 33.34% and 25.3% 

respectively, comparing to cells grown on plastic or on BSA (Fig. 2A&B). The collagen 

protective effect is similar to that obtained with cells adherent to VCAM-1 or to 

fibronectin. Interestingly, simultaneous adhesion of AML cell lines to collagen + 

fibronectin or collagen+VCAM-1 did not lead to a further inhibition of doxorubicin-

induced apoptosis (Fig. 2A&B). The expression of α2 integrin and the protective effect of 

collagen are also observed in the myeloid PLB-985 cell line (Fig. 1S). The protective effect 

of collagen is mediated via α2 integrin as it is reversed by the use of a specific anti- α2 

integrin blocking mAb (Fig. 2C). Together these results indicate that in addition to T-ALL 

cells [27], α2β1 integrin also promotes doxorubicin chemoresistance in AML cells. To 

complement the inhibition studies, we examined if ectopic expression of α2 integrin can 

promote the protective effect of collagen. To this end, we used the MOLT-3 leukemia T 

cell line as a model to induce the stable expression of α2 integrin subunit. The MOLT-3 

control cells (pcDNA) do not express α2β1 and α1β1 integrins (Fig. 3A). In contrast, 

MOLT-3 transfected with the α2 integrin plasmid significantly express α2 integrin 

(75.23%) but not α1 integrin (5,19%) in comparison to MOLT3-pcDNA (Fig. 3A). As 

expected, α2 integrin overexpression promoted a significant protection of MOLT3-α2 cells 
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by collagen against doxorubicin-induced apoptosis (Fig. 3B). However, collagen had no 

effect on MOLT3-pcDNA3.1 cells response to doxorubicin (Fig. 3B). These data indicate 

that α2β1 integrin can be a major pathway in leukemia chemoresistance. 

4.5.2 Collagen promotes doxorubicin chemoresistance by inhibiting Rac1 activation  

Growing evidence suggests that the GTPase Rac1 can have an important role in apoptosis 

[20-22]. To test this possibility and determine whether Rac1 activity can be regulated by 

collagen signaling, we first assessed Rac1 implication in doxorubicin-induced apoptosis. 

For this, we used the specific Rac1 inhibitor NSC 23766. As shown in Fig. 4A&B, 

doxorubicin-induced apoptosis of U937 and Jurkat cells was remarkably reduced in the 

presence of NSC23766 (by about 50%). NSC23766 used alone, had no significant effect on 

leukemia cell survival. To confirm these results, we transiently expressed a dominant-

negative form of Rac1 (N17Rac1) (Fig. 3S) and found that doxorubicin-induced apoptosis 

is reduced by approximately 40% in comparison to control cells (transfected with pcDNA 

plasmid) (Fig. 4C). In addition, exogeneous expression of wild type Rac1 abolishes the 

effect of N17Rac1 indicating that N17Rac1 specifically interferes with Rac1 signaling in 

leukemic cells (Fig. 4C). Altogether, these data indicate that Rac1 is an important pathway 

in doxorubicin-induced apoptosis of leukemic cells. We then examined if collagen 

modulates Rac1 activity in doxorubicin-treated cells. The results in Fig. 4D show that 

doxorubicin increases by two-fold Rac1 activity in U937 and Jurkat leukemic cells and that 

collagen by itself had no effect but abrogates doxorubicin-induced Rac1 activity. These 

results show that collagen promotes doxorubicin chemoresistance by inhibiting Rac1 

activation.  

4.5.3 Collagen promotes doxorubicin chemoresistance by inhibiting Rac1/JNK 
pathway 

We have previously shown that JNK is involved in doxorubicin-induced apoptosis of T-

ALL via the down-modulation of the anti-apoptotic Mcl-1 and that collagen promoted 

doxorubicin chemoresistance by inhibiting JNK activation, thus restoring Mcl-1 levels [27]. 

We obtained similar findings with AML cells. The JNK inhibitor (SP600125, 10uM) 

reduced doxorubicin-induced apoptosis (Fig. 5A) and JNK activation (Fig 5B) and restored 

Mcl-1 levels in doxorubicin-treated cells (Fig. 5c). Moreover, collagen reduced 
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doxorubicin-induced caspase-9 and -3 activation, maintained Mcl-1 levels in doxorubicin-

treated cells and Mcl-1 silencing abrogated the protective effect of collagen (Fig. S2). 

We then examined if Rac1 contributes to doxorubicin-induced apoptosis by activating the 

JNK proapoptotic pathway. As shown in Fig. 6A&B, treatment of the AML (U937) and T-

ALL (Jurkat) cell lines with the Rac1 inhibitor reduces doxorubicin-induced JNK 

activation. Furthermore, the Rac1 inhibitor partially restored Mcl-1 levels in both leukemic 

cell lines (Fig. 6C&D). Together these results indicate that Rac1 contributes to 

doxorubicin-induced apoptosis at least through activation of JNK, which led to the 

reduction of Mcl-1 levels and that collagen can promote doxorubicin chemoresistance by 

inhibiting the Rac1/JNK proapoptotic pathway. 

4.5.4 Collagen downregulates Rac1 activation in MAPK/ERK dependent-manner 

We previously showed that MAPK/ERK but not PI3K/AKT is associated with collagen 

signaling and chemoresistance in T-ALL [27]. In agreement, we found that collagen also 

enhances ERK activation in U937 cells (Fig. 7A) and HL-60 cells (Data not shown). The 

MEK1/2 specific inhibitor U0126 abrogated the protective effect of collagen (Fig. 7B). 

However, collagen had no effect on AKT activation and the PI3 Kinase/AKT specific 

inhibitor (wortmanin) did not affect collagen-mediated chemoresistance (Fig.S4). 

Pretreatment of AML cells with U0126 but not with wortmanin abolished the capacity of 

collagen to inhibit doxorubicin-induced Rac1 activation (Fig. 7C). These data indicate that 

collagen-induced MAPK/ERK is required for inhibiting Rac1 activation.  

4.5.5 Collagen reduces Rac1-dependent DNA damage response 

Rac1 is also important in the nucleus during genotoxic stress as it enhances the binding of 

topoisomerase poisons to their targets to lead to the formation of DNA double strand breaks 

and the activation of the DNA damage response [23, 24]. A hallmark of this response is the 

phosphorylation of histone H2AX [36]. Therefore, we examined if collagen would affect 

genotoxic stress at the level of DNA damage response. The results show that doxorubicin 

treatment induces the phosphorylation of H2AX, which is inhibited by the Rac1 inhibitor in 

U937 and Jurkat cells (Fig. 8A&B). In addition, collagen reduces H2AX phosphorylation, 
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which is reversed by the MEK-1 inhibitor suggesting that the protective effect of collagen 

on DNA damage is also dependent on the MAPK/ERK pathway (Fig. 8C&D).  
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4.6 Discussion 

The mechanisms by which integrin/ECM interactions regulate chemoresistance are not 

fully elucidated. Previous studies have shown the importance of α4β1 integrin interaction 

with fibronectin in chemoresistance of AML cells [10, 12]. However, clinical studies failed 

to establish a correlation between α4β1 levels and the clinical outcome of AML patients 

such as relapse and survival [13, 14]. We have recently reported that the collagen-binding 

integrin α2β1 promotes doxorubicin resistance of T-ALL cells [27, 32]. Herein, we extend 

these findings by showing that collagen/ α2β1 integrin promotes doxorubicin 

chemoresistance of AML cell lines to the same extent as fibronectin/ α4β1integrin 

signaling. These results suggest that there might be a redundancy in integrin signaling 

pathways involved in AML chemoresistance. In our study, fibronectin did not protect T-

ALL cells from chemotherapy-induced apoptosis [27, 32]. However, a recent report 

indicated that α4β1 integrin has the capacity to promote Jurkat T cell chemoresistance [37]. 

In contrast to us, the authors of this study used recombinant ligands to crosslink α4β1 

integrin. Although redundancy between integrins might occur in T-ALL cells as well, 

additional experiments are warranted to sort out the role of fibronectin receptors in T-ALL 

chemoresistance. In agreement with our findings, it has been shown that HL-60 cell 

adherence to collagen promotes their protection against apoptosis induced by Ara-C and 

irradiation [38]. Thus, these studies strongly supports that the collagen-binding integrin 

α2β1 might be one important pathway in AML and T-ALL chemoresistance. Although 

clinical studies should be undertaken to fully address the significance of these findings, a 

recent study found using microarrays and a large cohort of T-ALL patients that genes 

encoding biological pathways including NFκB and Wnt and adhesion molecules are the 

best predictors of relapse [39]. Interestingly α2β1 integrin is among the adhesion signaling 

pathway identified [39].  

Our results further show that doxorubicin-induced apoptosis requires Rac1 activity and that 

collagen /α2β1 integrin promoted doxorubicin chemoresistance by inhibiting Rac1. Rac1 

belongs to the family of small GTPases and is involved in cytoskeleton remodeling [40]. 

Integrins can activate Rac1 during cell adhesion and migration [19]. However, we found 

that collagen had no effect on Rac1 in leukemic cells and a previous report also showed that 
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the integrin α1β1 could reduce ROS generation in mesangial cells by negatively regulating 

epidermal growth factor receptor-mediated Rac activation [41]. 

Recent studies have also attributed a major role for Rac1 in apoptosis and cell stress 

response [20, 21]. One major target of Rac1 in this process is JNK. The Rac1/JNK pathway 

has recently been involved in doxorubicin-induced apoptosis of cardiomyocytes and human 

cancer cells as well as in simvastatin-induced apoptosis in human cancer cells [22, 42]. Our 

results are in line with these studies and show that in human leukemia, doxorubicin also 

requires the activity of Rac1/JNK. Previously, we found in T-ALL cells that doxorubicin-

induced JNK activity promoted apoptosis by downregulating the anti-apoptotic protein 

Mcl-1, and collagen inhibited JNK activation and restored Mcl-1 levels [27]. Similar 

findings were also made in the present study with AML cell lines. Therefore, the 

Rac1/JNK/Mcl-1 is likely to be a major apoptotic signaling pathway of doxorubicin 

cytotoxicity in leukemic cells and collagen/α2β1 integrin promotes doxorubicin 

chemoresistance by inhibiting this pathway at least at the level of Rac1.  

Although it is unclear from our studies how Rac1 mediates JNK activation. Previous 

studies reported the implication of reactive oxygen species (ROS) in cardiomyocytes [22] 

and of Tiam1, a Rac1-specific guanine nucleotide exchange factor [43]. 

In addition to JNK activation, Rac1 also enhances the interactions of topoisomerases II 

with their respective drug, which then induces the formation of double strands breaks and 

the DNA damage response [23, 24], leading to either DNA repair or to cell cycle arrest and 

induction of cell death [25]. In this regard, our results found that Rac1 is necessary for the 

phosphorylation of histone H2AX, which is believed to be a hallmark of DNA damage 

response and that collagen/α2β1 integrin also inhibited the phosphorylation of H2AX; 

therefore interfering with DNA damage signaling. Thus, we propose that α2β1 integrin 

protects leukemia cells from genotoxic agents at least by inhibiting Rac1 activation, which 

in turn leads to the inhibition of DNA damage caused by doxorubicin and to the inhibition 

of JNK activation. This indicates an important role for α2β1 integrin during anti-cancer 

therapy as it can preserve the ability of cancer cells to replicate and proliferate. It is unclear 

if other integrins can have a similar protective effect. Interestingly, Rac1/JNK has been 

involved with doxorubicin toxicity in cardiomyocytes. However, these cells do not express 
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α2β1 integrin and the main integrin expressed is α7β1, which interacts with fibronectin 

[44]. The absence of α2β1 integrin on these cells could explain their increased sensitivity to 

doxorubicin. Together, these studies strongly support the importance of α2β1 integrin in the 

protection from genotoxic agents.  

Our study provides evidence that α2β1 integrin inhibited Rac1 activation and HA2X 

phosphorylation in doxorubicin-treated cells via the MAPK/ERK pathway. Our previous 

findings in T-ALL cells [27] and herein with AML cells show that MAPK/ERK activation 

is necessary for collagen-mediated chemoresistance, JNK inhibition and restoration of Mcl-

1 levels. MAPK/ERK is an important cell survival pathway, which can have various anti-

apoptotic effects by targeting caspases and Bcl-2 proteins [45]. Therefore, one major 

mechanism by which MAPK/ERK downstream of α2β1 integrin promotes doxorubicin 

chemoresistance in leukemic cells is through the inhibition of Rac1. To our knowledge, our 

study is the first to show Rac1 as an additional target for MAPK/ERK in cancer cell 

survival and protection from genotoxic stress. 

In summary, our study provides evidence that α2β1 integrin pathway can be a major 

pathway in protection against genotoxic stress and in leukemia chemoresistance suggesting 

that its blockade or the design of novel agents that can induce leukemia cell death 

independently from the Rac1/JNK pathway might be helpful in preventing the emergence 

of drug-resistant cells. 
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4.10 Figures and legends 

Figure 1: The collagen binding integrin α2β1 but not α1β1 integrin is expressed by 

U937 and HL-60 AML cell lines. (A) RT-PCR analysis of α2 and α1 integrin mRNA 

levels. HUVEC and the HSB2 T-ALL cell line were used as positive controls for α1 and α2 

integrin chains respectively. β-actin mRNA was used as a loading control. (B) Flow 

cytometric analysis of α1, α2 and β1 integrin subunits on HL-60 and U937 cells.  

Figure 2: Collagen via α2β1 integrin protects AML cell lines from doxorubicin-

induced apoptosis. U937 (A) and HL-60 (B) cells were cultured on BSA (-), collagen 

(Col), fibronectin (Fn) or on VCAM-1 as indicated for 2 h. Cells in suspension were 

washed and adherent cells were treated with doxorubicin (Dox) for 24 h. Apoptosis was 

determined by annexin V staining and flow cytometry analysis. The results represent mean 

values± SD from three independent experiments. * p<0.05 between samples cultured on 

collagen, fibronectin or VCAM-1 and samples cultured on BSA (-). (C) U937 cells were 

pretreated with 20 μg/ml of anti-α2 blocking antibody (P1E6) or with isotypic control IgG 

for 1 h before their culture on collagen. The cells were then treated with doxorubicin and 

apoptosis was determined by annexin V staining and FACS analysis. The results represent 

mean values± SD from three independent experiments.  *, p<0.05 between samples 

cultured on collagen or collagen + IgG and samples cultured on collagen + P1E6 or on 

BSA (-).  

Figure 3: α2β1 integrin overexpression in MOLT-3 cells induces their protection by 

collagen against doxorubicin-induced apoptosis. MOLT-3 cells were transfected with 

pcDNA3.1 or α2-integrin vectors as indicated under “Experimental Procedures section”. 

(A) The expression of α1 and α2 integrin subunits on MOLT-3-pcDNA and MOLT-3-α2 

was determined by FACS analysis. (B) MOLT-3 transfected cells were cultured on 

collagen (Col) or poly-l-lysine (PLL) and then, adherent cells were treated for 24h with 

doxorubicin (Dox). Apoptosis was assessed by annexin V FITC staining and FACS 

analysis. The results represent mean values± SD from two independent experiments. * 

p<0.05 between MOLT3-α2 samples cultured on collagen and cultured on PLL or on 

plastic (-). 
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Figure 4: Collagen protects leukemic cells by inhibiting Rac1 activation, which is 

necessary for doxorubicin-induced apoptosis. U937 (A), Jurkat (B) cells were pretreated 

with the specific Rac1 inhibitor NSC23766 (50uM) for 1h, before their treatment with 

doxorubicin (Dox) for 24 h. Apoptosis determined by Annexin V staining and flow 

cytometry analysis. The results represent mean values± SD of three independent 

experiments. *, p<0.05 between doxorubicin and doxorubicin+NSC23766 samples. Similar 

data were obtained with HL-60 cells (Data not shown). (C) N17Rac1 overexpression 

inhibits doxorubicin- induced apoptosis. U937 cells were transfected with pcDNA3.1, 

N17Rac1+pcDNA3.1 or with N17Rac1+WT-Rac1 plasmids. Viable cells were recovered 

24 h after transfection by ficoll gradient. The cells were then treated with doxorubicin for 

24 h.  Annexin-V positive cells were determined by flow cytometry analysis. The results 

represent mean values± SD from three independent experiments. *, p<0.05 between 

doxorubicin-pcDNA3.1 and -N17-Rac1+pcDNA3.1 samples and between doxorubicin-

N17Rac1+WTRac1 and -N17-Rac1+pcDNA3.1 samples. Similar data were obtained with 

Jurkat cells (data not shown). (D-E) Collagen inhibits doxorubicin-induced Rac1 activation. 

U937 (D) and Jurkat T (E) cells were cultured on BSA (-) or on collagen and treated or not 

with doxorubicin (Dox) for 3 h. The cells were harvested, lysed and Rac1 activation was 

determined by ELISA assay as indicated under “The Experimental Procedures section”. 

The results represent mean values± SD from three independent experiments. * p<0.05 

between doxorubicin samples cultured on BSA (-) and on collagen (Col). 

Figure 5: Collagen-mediated chemoresistance in AML cells is associated with the 

inhibition of doxorubicin-induced JNK activation. (A) The JNK inhibitor reduces 

doxorubicin-induced apoptosis. U937 were pretreated with 10 μM of SP600125 for 1h 

before their treatment with doxorubicin (Dox). Apoptosis was determined after 24 h using 

annexin V staining and FACS analysis. The results represent mean values± SD from three 

independent experiments. * p<0.05 between doxorubicin- and doxorubicin+SP600125-

treated samples. (B) The JNK inhibitor reverses doxorubicin-induced Mcl-1 

downregulation. U937 cells were pretreated or not with SP600125 and then treated with 

doxorubicin (Dox). After 16 h, the cells were lysed and Mcl-1 levels were determined by 

immunoblot analysis.  β-actin immunoblot was used as loading control. (C) Collagen 

inhibits doxorubicin-induced JNK activation. U937 cells were cultured on collagen or on 
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BSA for 2h and adherent cells were treated with doxorubicin for 8h. The cells were lysed 

and JNK1/2 phopshorylation levels were determined by immunoblot analysis. The blot was 

stripped and reprobed with anti-JNK2 antibody for equal loading. The immunoblots shown 

in (B and C) are representative of two independent experiments and similar data were 

obtained with HL-60 (data not shown). 

Figure 6: Rac1 activity is necessary for doxorubicin-induced JNK activation and Mcl-

1 downregulation. U937 (A) and Jurkat cells (B) were treated or not with doxorubicin 

(Dox) in the presence or absence of the Rac1 inhibitor NS23766 (50uM, 1 h). After 8 h, the 

cells were lysed and JNK activation was determined by immunoblot analysis. The blot was 

stripped and reprobed with anti-JNK2 for equal loading. U937 (C) and Jurkat cells (D) 

were treated as above and after 16 h, the cells were lysed and the levels of Mcl-1 were 

determined by immunoblot analysis. The blot was stripped and reprobed with anti- β-actin 

for equal loading. The results in both panels are representative of three independent 

experiments. 

Figure 7: Collagen-induced chemoresistance and Rac1 inhibition are dependent on 

the MAPK/ERK pathway. (A) U937 cells were activated with collagen for different 

periods of times and ERK activation was determined by immunoblot analysis. The blot was 

stripped and reprobed with anti-ERK2 for equal loading. Similar data were obtained with 

HL-60 cells (Data not shown) (B) U937 cells were pretreated or not with 20 μM of the 

MAPK/ERK inhibitor (U0126) and then cultured on collagen for 2 h. Adherent cells were 

then treated with doxorubicin (Dox). Apoptosis was determined by DNA fragmentation 

ELISA assay. The results represent mean values± SD from three independent experiments. 

* p<0.05 between doxorubicin+collagen and doxorubicin+ collagen +U0126- treated 

samples. (C) U937 cells were pretreated or not with 20 μM of the MAPK/ERK inhibitor 

(U0126) or with 200 nM of the PI3 kinases/AKT inhibitor (wortmanin) and then cultured 

on collagen and treated with doxorubicin (Dox). After 3h, the cells were lysed and Rac1 

activation was determined by ELISA assay. The results represent mean values± SD from 

three independent experiments. * p<0.05 between doxorubicin + collagen and doxorubicin+ 

collagen +U0126- treated samples. Similar data were also obtained with Jurkat cells (data 

not shown). 
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Figure 8: Collagen inhibits H2AX phosphorylation. U937 (A) and Jurkat cells (B) were 

treated with doxorubicin in the presence or absence of the Rac1 inhibitor NSC23766. The 

cells were lysed and H2AX phosphorylation (Serine 139) was determined by immunoblot 

analysis. (C-D) The cells were pretreated or not with the MEK1 inhibitor (U0126) and then 

cultured on plastic or on collagen. Adherent cells were then treated with doxorubicin. After 

2h of culture, the cells were lysed and H2AX phosphorylation was determined by 

immunoblot analysis. In both panels (A and B), the blots were stripped and reprobed with 

anti-β-actin antibody for equal loading. The results are representative of three different 

experiments. 
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Figure 1 : The collagen binding integrin α2β1 but not α1β1 integrin is 
expressed by U937 and HL-60 AML cell lines 
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Figure 2 : Collagen protects AML cell lines from doxorubicin-induced 
apoptosis via α2β1 integrin 
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Figure 3 : α2β1 integrin overexpression in MOLT-3 cells induces their 
protection by collagen against doxorubicin-induced apoptosis 
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Figure 4 : Collagen protects leukemic cells by inhibiting Rac1 activation, 
which is necessary for doxorubicin-induced apoptosis 
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Figure 5 :  Collagen-mediated chemoresistance in AML cells is associated 
with the inhibition of doxorubicin-induced JNK activation 
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Figure 6 : Rac1 activity is necessary for doxorubicin-induced JNK 
activation and Mcl-1 downregulation 
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Figure 7 : Collagen-induced chemoresistance and Rac1 inhibition are 
dependent on the MAPK/ERK pathway 
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Figure 8 : Collagen inhibits H2AX phosphorylation 
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4.11 Supplementary figures and legends 
 

Figure S1: Collagen promotes myeloid cell line PLB-985 protection 
against doxorubicin induced apoptosis 
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Figure S1: Collagen promotes myeloid cell line PLB-985 protection against 

doxorubicin induced apoptosis. A) PLB-985 cells express α2β1 but not α1β1, collagen 

binding integrin. Expression levels of α1 and α2 integrin subunits were determined by flow 

cytometry analysis, after a direct immunostaining with specific PE-conjugated antibodies or 

their corresponding isotypic matched control as described under « Experimental procedures 

section ». B) Collagen reduces doxorubicin induced apoptosis of PLB-985 cells. Cells were 

incubated in presence or absence of collagen for 4 h and then treated with doxorubicin for 

24 h. Apoptosis was evaluated by AnnexinV-FITC staining and FACS analysis. The results 

represent the mean percentages± SD from two independent experiments.  *p<0.05 between 

samples cultured on collagen (Col) and those incubated on BSA.  
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Figure S2: ColIagen inhibits doxorubicin-induced mitochondrial 
apoptosis by inhibiting Mcl-1 downregulation 

 
 

Figure S2: ColIagen inhibits doxorubicin-induced mitochondrial apoptosis by 

inhibiting Mcl-1 downregulation. A) ColIagen (Col) inhibits doxorubicin-induced 

caspase activation.  HL-60 cells were cultured on collagen or BSA and then treated for 16 h 
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with doxorubicin (Dox). After cell lysis, activation of caspase-9 and -3 was determined by 

immunoblot analysis using specific anti-caspase-9 and anti-caspase-3 antibodies that 

recognize the native forms and the active fragments of caspases. The membrane was 

stripped and reprobed with anti-β-actin antibody to confirm equal loading. The results are 

representative of three independent experiments. B) ColIagen (Col) maintains Mcl-1 levels 

in doxorubicin-treated cells. HL-60 cells were preactivated with ColI or BSA, after which 

they were treated for 12 h with doxorubicin (Dox). At the end, the cells were lysed, and the 

expression of Mcl-1, Bcl-2, and Bcl-xL was determined by immunoblot analysis using 

specific antibodies. The blots were stripped and reprobed with anti-β-actin antibody to 

ensure equal loading. The results are representative of three independent experiments.  C) 

Mcl-1 inhibition by RNA interference abolishes the protective effect of ColIagen (Col). 

HL-60 cells were transfected with control siRNA or with Mcl-1 siRNA. After transfection, 

the cells were activated with collagen (Col) or BSA and treated or not with doxorubicin 

(Dox). Expression of Mcl-1 protein in control and in Mcl-1 siRNA-transfected cells was 

assessed by immunoblot analysis, and β-actin levels were determined as control to ensure 

equal loading (left panel). Transfected cells were incubated with collagen (Col) or BSA and 

then treated with doxorubicin for 16 h. Apoptosis was evaluated by annexing V staining 

and FACS analysis (right panel). The results represent mean values of three independent 

experiments with S.D. as indicated. *, p < 0.05 between Col+Dox in control siRNA-

transfected cells and Col+ Dox in Mcl-1 siRNA transfected samples. Similar results were 

obtained with U937 cells. 
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Figure S3 

 

Figure S3: U937 cells were cotransfected with cMyc-tagged dominant negative Rac1 

(cMyc-N17Rac1) + non tagged pcDNA3.1 plasmids or with cMyc-N17Rac1 and cMyc 

tagged wild type Rac1 (WT-Rac1)] plasmids. Cell transfection with only pcDNA3.1 

plasmid was used as a control. Viable cells were recovered 24 h after transfection by ficoll 

gradient. cMyc expression was determined by western blot analysis using anti-cMyc 

specific antibody. ERK2 was assessed to control equal loading. 
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Figure S4: PI3K/AKT pathway is dispensable for collagen-induced 
protective effect of AML cell lines 
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Figure S4: PI3K/AKT pathway is dispensable for collagen-induced protective effect of 

AML cell lines. A)  HL-60 cells were activated with colIagen (Col) for 1, 2 and 3h. The 

level of AKT activation was determined by immunoblot analysis using specific antibodies 

recognizing the phosphorylated forms of AKT (Ser-473). The blots were stripped and 

reprobed with anti-AKT antibodies to ensure equal loadings. The positive control at the left 

represents constitutive AKT activation in Jurkat cells. B) U937 cells were pretreated or not 

with with 100 nM or 200 nM of the PI3K inhibitor (Wortmanin) for 1 h before being 

activated with Collagen (Col). The cells were then stimulated or not with doxorubicin 

(Dox) for 24 h. Cell apoptosis was evaluated by annexing V staining and FACS analysis. 

The results represent mean values from three independent experiments with S.D. as 

indicated. *p < 0.05 between Dox treated samples and (Dox+Col) or 

(wortmanin+Col+Dox) treated samples.   
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Chapitre V 

L’intégrine Alpha2beta1 favorise la survie des 
lymphocytes T malins et leur migration via l'activation 

concomitante des voies ERK/Mcl-1 et p38 MAPK. 

 

5.1 Résumé : 

Le rôle des intégrines β1 dans la pathogenèse des leucémies T-ALL n’est pas encore 

exploré. Nous avons montré que le collagène via l'intégrine α2β1 favorise la survie de 

lignées cellulaires T-ALL Jurkat et HSB2 en absence de facteurs de croissance. L’effet 

anti-apoptotique induit par le collagène est lié  à la réduction de l'activation des caspases et 

au maintien des niveaux de Mcl-1. Le collagène active simultanément les deux voies 

MAPKs ERK et p38 mais c’est uniquement la voie ERK qui est nécessaire pour la survie 

des cellules Jurkat et HSB2 induite par le collagène. Cependant, nous avons constaté que 

l'intégrine α2β1 promeut la migration des cellules HSB2 à travers le collagène par l’action 

synergique des deux voies ERK et p38. Ensemble, ces données indiquent que la 

signalisation par l'intégrine α2β1 peut présenter une voie importante dans la pathogenèse de 

la leucémie T-ALL et suggèrent que son blocage pourrait être bénéfique dans le traitement 

de cette maladie. 
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5.2 Abstract  

Integrin-mediated attachment to extracellular matrix (ECM) is crucial for cancer 

progression. Malignant T cells such as acute lymphoblastic leukemia (T-ALL) express β1-

integrins, which mediate their interactions with ECM. However, the role of these 

interactions in T-ALL malignancy is still poorly explored. In the present study, we 

investigated the effect of collagen; an abundant ECM, on T-ALL survival and migration. 

We found that collagen through α2β1 integrin promotes the survival of T-ALL cell lines in 

the absence of growth factors. T-ALL cell survival by collagen is associated with reduced 

caspase activation and maintenance of Mcl-1 levels. Collagen activated both ERK and p38 

MAPKs but only MAPK/ERK was required for collagen-induced T-ALL survival. 

However, we found that α2β1 integrin promoted T-ALL migration via both ERK and p38. 

Together these data indicate that α2β1 integrin signaling can represent an important 

signaling pathway in T-ALL pathogenesis and suggest that its blockade could be beneficial 

in T-ALL treatment.   

Key words: α2β1 integrin, T-ALL, survival, Mcl-1, ERK, p38, migration.  

Abbreviations: T-ALL: T-cell acute lymphoblastic leukemia; ECM: Extracellular matrix; 

BMSC: Bone marrow stromal cells; BSA : Bovine serum albumin ; Collagen type I : 

collagen ; PLL : Poly-L-Lysine ; Mcl-1: Myeloid cell leukemia 1; Bcl-2: B-cell lymphoma-

2 ; Bcl-xL : B-cell lymphoma-extra-large ; MAPK: Mitogen-activated protein kinase; ERK: 

Extracellular signal-regulated kinase, p38 MAPK : p38-mitogen-activated protein kinase ; 

PI3K : Phosphatidylinositol-3 kinase ; AKT : v-Akt Murine Thymoma Viral Oncogene. 

MEK-1: MAPK/ERK Kinase-1. 
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5.3 Introduction   

Growing evidence indicates that the extracellular matrix (ECM) of the tumor 

microenvironment is an important factor in cancer development and progression [1]. 

Integrins are the major ECM receptors and the primary means by which cells sense and 

respond to their microenvironment. They are α/β heterodimeric transmembrane receptors 

that mediate cell adhesion to the surrounding ECM. In addition to their role in adhesion, 

integrins elicit a wide variety of intracellular signaling pathways including FAK, Src 

kinases, PI3 kinase/AKT and MAPK to regulate cell behavior such as migration, growth 

and differentiation [2]. Integrins are also critical for cell survival [3]. Disruption of matrix 

attachment of epithelial and endothelial cells induces their apoptosis, a process termed 

anoikis [4]. Integrins also protect anchored cells against serum starvation-induced apoptosis 

[5, 6] and promote cancer cell chemoresistance [7]. 

In addition to solid tumors, malignant cells of hematopoietic origin also interact with ECM 

mainly via β1 integrin receptors [7-9]. The major growth site of these malignancies is the 

bone marrow [10], which is rich in ECM constituents such as collagen and fibronectin [11, 

12]. Previous studies have shown that α4β1 integrin, which interacts with fibronectin and 

with vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) is an important integrin in adhesion, 

migration and survival of myeloma and B cell malignancies [13, 14]. Malignant T cells 

such as T acute lymphoblastic leukemic (T-ALL) cells express various β1 integrins, which 

mediate their interactions with ECM [15]. However, the role of these interactions in the 

regulation of T-ALL cell behavior is still poorly addressed. The fibronectin binding 

integrins α4β1 and α5β1 can mediate migration of T-ALL cells on fibronectin [15]. Their 

engagement can also lead to apoptosis of normal and malignant T lymphocytes [16, 17]. 

However, a recent study reported that extensive crosslinking of these integrins can promote 

T-ALL cell chemoresistance [18].  

Collagen type I (collagen) is the major matrix in the bone marrow microenvironment but 

the role of this matrix in hematological malignancies is not well understood. In contrast to 

B cell malignancies and myeloma, T-ALL cells do express the collagen-binding integrins 

[19]. Several studies have shown that α2β1 integrin is the primary receptor that mediates T 
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cell adhesion to collagen [20, 21]. Moreover, we have found that collagen through α2β1 

integrin protected the T-ALL cell lines from Fas [21, 22] and doxorubicin-induced 

apoptosis [23]. To further understand how α2β1 integrin signaling regulates T-ALL, we 

tested the role of collagen in the protection of T-ALL cells from serum starvation-induced 

apoptosis. This form of cell death is critical during tumor development and progression and 

proceeds through activation of the mitochondrial apoptotic pathway, which is regulated by 

Bcl-2 proteins [24, 25]. We found that collagen protects Jurkat and HSB2 T-ALL cell lines 

against serum starvation induced apoptosis via α2β1 integrin-mediated activation of the 

MAPK/ERK pathway. Inhibition studies excluded a role for p38 MAPK in collagen-

mediated T-ALL cell survival. However, activation of both ERK and p38 are implicated in 

the migration of HSB-2 cells across collagen-coated filters. These results provide further 

support to the role of α2β1 integrin signaling in T-ALL pathogenesis and suggest that its 

blockade can help reduce T-ALL cell numbers and their dissemination.  
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5.4 Material and methods 

5.4.1 Reagents and antibodies 

 Collagen type I (rat tail) was from BD Biosciences (San Diego, CA, USA), poly-l-lysine 

(PLL) and bovine serum albumin (BSA) were from Sigma (St-Louis, MO, USA). The 

MEK1/2 kinase inhibitor (U0126) and p38 kinase inhibitor (SB 203580) were obtained 

from Calbiochem (San Diego, CA). Antibodies were obtained as follows: anti-phospho-

p44/42 MAPK (E-4), anti-ERK2 (C-14) and anti-caspase-3 (E-8) that detects the native and 

the active fragments of caspase-3, anti-Mcl-1 (22), anti-Bcl-2 (100) and anti-β-actin (C-2) 

were from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA); anti-caspase-9 detecting the 

native and active fragments of caspase-9, anti-Bcl-xL and anti-phospho-p38 

(Thr180/Tyr182) (6E5.2) were from Cell Signaling Technologies (Beverly, MA). Anti-α2 

integrin (P1E6) and anti-α2β1 (BHA2.1) blocking antibodies were from Millipore 

(Bellerica, MA, USA) and anti-β1 integrin (clone 4B4) blocking antibody was from 

Beckman Coulter (Brea, CA, USA).  

5.4.2 T-ALL cell lines and Cell culture 

 The human T-ALL cell lines Jurkat (E6.1) and CCRF-HSB2 were purchased from ATCC 

(Manhasset, VA, USA). Cells were maintained in RPMI 1640 medium supplemented with 

10% of heat inactivated fetal bovine serum (FBS), 2 mmol/L glutamine and 100 units/ml 

penicillin and streptomycin (complete medium).  

5.4.3 Serum starvation and apoptosis determination  

1x106/ml of cells in log phase growth were washed three times with PBS and resuspended 

in serum free medium containing 50 µg/ml of BSA. Then, they were seeded at 0.5x106/ml 

in 24 well plates previously coated with 1 mg/ml of BSA or collagen as described [26]. 

Apoptosis was assessed by FITC conjugated-annexin V staining according to the 

manufacturer’s instructions (BD Biosciences, San Diego, CA). The percentages of annexin-

V positive cells (apoptotic cells) were determined by flow cytometry analysis using the 

FACS Calibur II cytometer (BD Biosciences). Apoptosis was also assessed by DNA 

fragmentation analysis using the cell death detection ELISA kit (Roche Applied Science) as 

we previously described [22].  
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5.4.4 Clonogenic survival assay  

Jurkat T cells were serum starved for 7 days in the presence or absence of collagen. Viable 

cells were recovered and resuspended in complete RPMI medium containing 1% 

methylcellulose (Stem Cell Technologies, Vancouver, BC). They were seeded in triplicates 

at 1x104 cells per well in 96 well plates and incubated for 3 weeks. At the end of the cell 

culture, colonies with more than 40 cells were counted microscopically.  

5.4.5 Co-culture of Jurkat cells with bone marrow stromal cells 

 Human bone marrow-derived mesenchymal stem cells (BMSCs) were a generous gift from 

Dr Nicholas Pineault (Hema-Québec, Québec) and were previously used [23]. BMSCs at 

passage 2 or 3 were seeded at 1x105 in 24 well plates. They were cultured for 24 h to 

promote the formation of a monolayer of cells. After three washes with PBS, Jurkat cells 

were added to the BMSC monolayer and cultured for 48 h in the absence of serum. At the 

end of cell culture, Jurkat cells were carefully recovered by pipetting with ice-cold PBS. 

This treatment did not result in the detachment of BMSCs as verified by FACS analysis 

(FSC/SSC settings). Apoptosis of Jurkat cells cultured on PLL or in contact with BMSC 

was evaluated by AnnexinV-FITC binding kit as described above.  

5.4.6 Immunoblot analysis of caspase activation, Bcl-2 proteins levels and MAPK 

activation 

Activation of caspase-9 and caspase-3, protein levels of Mcl-1, Bcl-2 and Bcl-xL and 

phosphorylation of ERK1/2 and p38, MAP kinases were determined by immunoblot 

analysis using specific antibodies as previously described [23].  

5.4.7 RNA Interference   

Two validated Mcl-1 siRNA sequences as well as a scrambled siRNA sequence were 

purchased from Ambion and were previously used [23]. A pool of four siRNA sequences 

targeting p38 MAPK (MAPK14 on target plus smart pool) (L-003512-00-0005) and control 

siRNA sequences were from Dharmacon (Thermo scientific) [27]. Cells were transfected 
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with Amaxa nucleofector kit V (Lonza, Inc.) [23]. Mcl-1 and p38 knockdowns were 

confirmed by immunoblot analysis.  

5.4.8 Plasmids and transient transfections  

The plasmid encoding the dominant-negative form of MEK-1 (DN-MEK-1) was used 

previously [22, 23]. Jurkat cells were transfected by electroporation using BIO-RAD gene 

pulser X cellTM apparatus as described [22, 23].  

5.4.9 Cell migration assay 

 HSB2 cell invasion through collagen was evaluated by using Boyden chamber assay [28]. 

Briefly, inserts of polycarbonate membrane (size pore of 3μM) were coated with 50 μl of 

collagen solution at (100μg/ml). The inserts were then mounted on 24 wells plates. SDF1α 

was added to the lower chamber at a concentration of 100 ng/ml. 5x 105 of cells in RPMI 

medium containing 2% serum were seeded at the top and allowed to transmigrate for 24 h. 

At the end of the assay, inserts were removed and the migrated cells in the bottom chamber 

were counted microscopically. Assays were performed in triplicates.  

5.4.10 Statistical analysis  

The results shown represent the mean values of at least three independent experiments.  

Student’s t-test was performed for comparison and statistical analysis. Results with p<0.05 

were considered significant. 
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5.5 Results  

5.5.1 Collagen protects T-ALL cell lines from serum starvation-induced apoptosis via 
α2β1 integrin. 

 In the present work, we investigated the role of collagen in supporting T-ALL survival 

under growth factor deficiency. The two established Jurkat and HSB2 T-ALL cell lines 

were used. Jurkat and HSB2 cells were cultured in wells coated with BSA or with collagen 

in the absence of serum for up to three days. The cells start to undergo significant apoptosis 

after 48 h of culture and the presence of collagen reduced their sensitivity to apoptosis by 

40% and 30% at 48 h and 72 h of culture respectively (Fig. 1A&B). Significant collagen 

protection was still detected after 5 days of culture in serum-starved conditions (Data not 

shown). In contrast to collagen, poly-L-Lysine (PLL) a non-integrin binding ligand had no 

effect on serum starvation-induced apoptosis (Fig. 1C). Collagen presented to the cells in a 

soluble form also supported the survival of serum-starved Jurkat and HSB2 cells (Fig. 

1SA&B). We then assessed if collagen maintains long-term survival. To this end, we 

carried out a clonogenic growth assay and as shown in Fig. 1D, serum-starved cells in the 

presence of collagen have the capacity to form colonies when put back in a medium 

containing serum.  

To mimic leukemia interactions within their microenvironment, we tested the ability of 

bone marrow-derived mesenchymal stem cells (BMSC), which are a major source of ECM 

[29, 30], to protect Jurkat cells from serum starvation-induced apoptosis. Coculture of 

Jurkat cells with BMSC in the absence of serum resulted in a 50% reduction of apoptosis 

compared to Jurkat cells cultured on PLL (Fig. 2). As α2β1 integrin is the primary collagen 

receptor on T cells [20, 21], we verified its contribution in BMSC-induced Jurkat cell 

survival. Pretreatment of Jurkat cells with anti-α2 (PIE6) or anti-β1-integrin (4B4) blocking 

antibodies, reversed by 59 and 78% respectively, the protective effect mediated by BMSC 

whereas isotypic control antibodies had no effect (Fig. 2).  Altogether, these results indicate 

that collagen via its receptor the α2β1 integrin supports T-ALL cell survival.  
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5.5.2 Collagen inhibits serum withdrawal-induced caspase activation and maintains 
Mcl-1 levels. 

 Serum starvation induces activation of the mitochondrial apoptotic pathway in leukemia 

cells [24, 25]. In line, we sought to determine if the protective effect of collagen occurs at 

this level. For this, we explored the activation of caspase-9 and caspase-3, which are known 

to be activated downstream of mitochondria damage. As illustrated in Fig. 3A, activation of 

caspases-9 and 3 was undetectable in the first 24 h of serum starvation, which is consistent 

with the absence of significant apoptosis of T-ALL cell lines at this time. However, both 

caspases are activated after 48 h of serum starvation as determined by the reduction in the 

levels of procaspase forms and in the appearance of caspase-9 and caspase-3 active 

fragments, and the presence of collagen reduced activation of both caspases (Fig. 3A). 

These data demonstrate that the protective effect of collagen can be associated with the 

inhibition of the mitochondrial apoptotic pathway activated by serum withdrawal.    

β1 integrins can preserve mitochondria integrity by upregulating expression levels of Bcl-2 

anti-apoptotic proteins [7]. Accordingly, we analyzed whether Bcl-2, Bcl-xL and Mcl-1 

expression levels were regulated by collagen/α2β1 integrin signaling. As shown in Fig. 3B, 

the absence of serum induces a progressive and significant decrease in Mcl-1 levels. 

Treatment of T-ALL cells with collagen prevented Mcl-1 downregulation after 48-72 h of 

serum starvation. In contrast to Mcl-1, Bcl-2 and Bcl-xL expression levels were not 

influenced by serum starvation or by collagen (Fig. 3B). These data suggest the importance 

of Mcl-1 in the anti-apoptotic effect of collagen. To verify this possibility, we used RNA 

interference to inhibit Mcl-1 expression in Jurkat cells. As illustrated in Fig. 3C, Mcl-1 

expression was efficiently inhibited in Jurkat cells by specific Mcl-1 siRNA as revealed by 

immunoblot analysis. The absence of Mcl-1 increased by almost two-fold Jurkat cell 

sensitivity to apoptosis induced by serum depletion (Fig. 3D) indicating that Mcl-1 is 

critical for Jurkat T cell survival. Importantly, Mcl-1 knockdown was accompanied with a 

complete abrogation of the anti-apoptotic effect of collagen (Fig. 3D). As a control, cell 

transfection with a scrambled siRNA did not affect Mcl-1 levels and the protective effect of 

collagen. In sum, it appears that Mcl-1 is an important factor in mediating T-ALL cell 

protection by collagen in the absence of growth factors.  
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5.5.3 Collagen promotes T-ALL cell survival in MAPK/ERK dependent manner. 

The PI3 kinase/AKT and MAPK/ERK pathways are critical in promoting cell survival [7]. 

We previously showed that collagen activated the MAPK/ERK pathway in Jurkat cells 

cultured in the presence of serum and that it had no effect on the PI3 kinase/AKT pathway 

[22, 23]. In this study, we analyzed if this effect can be reproduced in the absence of growth 

factors. As shown in Fig. 4A&B, collagen induces a significant increase in ERK1/2 

phosphorylation in both Jurkat and HSB2 cells cultured in the absence of serum. To 

determine if MAPK/ERK pathway regulates the survival by collagen, T-ALL cells were 

pretreated with U0126, a specific MEK-1/2 inhibitor and then cultured on collagen. DNA 

fragmentation analysis showed that U0126 used alone did not influence the level of 

apoptosis induced by serum starvation in control cells (Fig. 4C). However, the collagen 

protective effect is completely abrogated by U0126 suggesting that survival by collagen 

may be mediated by MAPK/ERK pathway (Fig. 4C). To confirm these results, we studied 

the effect of the MEK-1 dominant negative plasmid (DN-MEK-1) on the protective effect 

of collagen. Jurkat cells were efficiently transfected with DN-MEK-1 plasmid as 

determined by immunoblot analysis with anti-flag antibody (Fig.S2). Sensitivity of DN-

MEK-1 transfected cells to apoptosis induced by serum withdrawal is not altered compared 

to control cells (46.68% versus 48.59%) (Fig. 4D). However, the collagen anti-apoptotic 

effect is nearly completely inhibited in DN-MEK-1 transfected cells whereas it is well 

preserved in control cells (Fig. 4D). As shown above (Fig. 3), maintenance of high 

expression levels of Mcl-1 is important for collagen to ensure T-ALL cell survival in the 

absence of growth factors. In order to verify if collagen-induced Mcl-1 maintenance is 

dependent on MAPK/ERK activation, we analyzed Mcl-1 regulation in the presence and 

absence of the MEK-1 inhibitor U0126. Collagen restored Mcl-1 levels in serum starved 

cells and this effect is reversed when the cells were pretreated with U0126 (Fig. 4E). The 

U0126 alone did not affect Mcl-1 levels. Together these results indicate that in the absence 

of growth factors, collagen protects T-ALL cells from apoptosis by maintaining high levels 

of Mcl-1 expression via the activation of the MAPK/ERK survival pathway. In contrast to 

MAPK/ERK pathway, collagen did not activate PI3 kinase/AKT pathway under serum 

starvation conditions and the inhibition of this pathway with wortmannin or with dominant-

negative AKT did not affect cell survival by collagen (Data not shown).  
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5.5.4 Activation of p38 MAPK in T-ALL cell lines is dispensable for collagen-induced 
survival.  

Previous evidence categorized p38 as a pro-apoptotic pathway [31] but recent studies 

demonstrate that p38 can mediate normal and cancer cell survival [32]. To examine this 

possibility, we tested if collagen activates p38 in leukemic cells cultured in the absence of 

serum. As shown in Fig. 5A&B, collagen increases activation of p38 in both Jurkat and 

HSB-2 cell lines. However, the p38 pharmacological inhibitor SB203580 did not affect the 

protective effect of collagen (Fig. 5C) suggesting that p38 is not necessary for the 

protective effect of collagen.  

To confirm these results, we used RNA interference to knockdown p38 expression. The 

level of p38 phosphorylation induced by collagen in HSB2 cells transfected with p38 

siRNA was reduced by about 60% compared to control cells (Fig. 5D). p38 silencing did 

not affect HSB2 cell survival induced by collagen (Fig. 5E). Similar results were also 

obtained with Jurkat T cells (Data not shown). In sum, these results indicate that p38 is not 

required for α2β1 integrin-mediated T-ALL survival in the absence of growth factors.   

5.5.6 α2β1 integrin mediates T-ALL cell migration through collagen in ERK and p38 
MAPKs- dependent manner. 

 Since migration through ECM is important in immune response and in leukemia 

dissemination, we studied the role of α2β1 integrin signaling in this process. A previous 

study reported that HSB2 cells can transmigrate through collagen inserts [15]. As shown in 

Fig. 6A, HSB2 cells poorly transmigrate through collagen but their migratory capacity can 

be increased in the presence of SDF1α (from 0.04% to 0.2%). The anti-α2 integrin blocking 

antibody (P1E6) inhibited both the random and directional mobility of HSB2 cells by 50 

and 60% respectively (Fig. 6A), while no effect was noticed with the isotypic control 

antibody. Similar results were also obtained with BHA2.1; a neutralizing mAb against α2β1 

integrin (data not shown). We then examined the implication of MAPK/ERK and p38 

pathways in T-ALL cell migration. As shown in Fig. 6B, inhibition of MAPK/ERK and 

p38 MAPK using U0126 and SB203580 inhibitors, reduces HSB2 cell migration by about 

33.2 and 33.5% respectively. The combined use of U0126 and SB203580 inhibitors further 

potentiates the blockade of HSB2 cell migration (52%). These data suggest that α2β1 
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integrin induces T-ALL cell invasion through collagen by the combined activation of ERK 

and p38 MAPKs pathways. 
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5.6 Discussion 

The bone marrow is an important niche for leukemia development [10]. Recent studies 

have shown that IL-7 and IGF promote T-ALL survival and progression [33, 34]. T-ALL 

cells also interact with the ECM present in the bone marrow niche but its role in T-ALL 

survival is still poorly understood. In this study, we report that collagen is an important 

element for T-ALL survival in the absence of growth factors. We found that collagen 

supports the survival of Jurkat and HSB2 T-ALL cell lines in the absence of serum and 

preserve their growth ability. The collagen prosurvival effect is transduced by α2β1 integrin 

and is due to the activation of MAPK/ERK pathway and the maintenance of Mcl-1 levels. 

Moreover, we found that α2β1 integrin promotes T-ALL invasion via simultaneous 

activation of ERK and p38 pathways. Together, these results demonstrate that α2β1 integrin 

can represent an important pathway in the pathogenesis of T-ALL.  

BMSC plays a critical role in leukemia pathogenesis [35]. Leukemia cells are very sensitive 

cells to growth factors deficiency; but they can bypass this condition by establishing a 

direct contact with BMSC [36, 37]. Winter et al. demonstrated that adhesion of Jurkat and 

primary T-lymphoblasts to BMSC promoted their survival in the absence of serum. They 

found that the anti-apoptotic effect of BMSC is transduced by LFA-1/ICAM-1 and VLA-

4/VCAM-1 intercellular interactions [37]. Our results are in agreement with this study and 

revealed the additional implication of collagen binding α2β1 integrin in the preservation of 

T-ALL cell viability. Along these lines, BMSCs are major sources of collagen within the 

bone marrow niche [29, 30]. 

Our results showed that immobilized or soluble collagen have the same ability in promoting 

T-ALL cell survival. Collagen derived fragments are abundant within bone marrow and can 

result from collagen degradation by metalloproteinases that are known to be produced by 

leukemia and stromal cells [38, 39]. The pathogenic role of this form of collagen in cancer 

progression is less investigated although it is considered as a biomarker of bone metastasis 

[40] and it is associated with the poor outcome of patients affected by head and neck 

squamous carcinoma and lung cancers [41, 42]. Collagen derived fragments can also block 

apoptosis of serum-deprived neuroblastoma and chondrosarcoma cells [43, 44]. Altogether, 
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our results indicate that collagen can play a pathogenic role in T-ALL progression by 

supporting survival in anchorage-dependent and -independent manner.   

Our results showed that collagen protects T-ALL cell lines from serum starvation-induced 

apoptosis by inhibiting caspases-9 and -3 activation and by maintaining Mcl-1 levels. We 

found that serum-starvation is associated with a loss in Mcl-1 levels and the presence of 

collagen restored those levels. Mcl-1 is a member of the Bcl-2 anti-apoptotic proteins and 

therefore we propose that collagen promotes T-ALL survival by inhibiting mitochondria 

apoptotic pathway via Mcl-1. Mcl-1 is a key factor in the survival of hematopoietic 

malignancies [45] and its expression is broadly controlled by growth factors [46, 47]. In 

agreement with our findings, a previous study also reported that collagen/α2β1 integrin 

upregulates Mcl-1 levels in pancreatic cancer cells [48]. Thus, collagen through α2β1 

integrin signaling can constitute an additional/alternative pathway for Mcl-1 upregulation 

in cancer cells.   

Integrins can promote cell survival by activating the MAPK/ERK and the PI3 Kinase/AKT 

pathways [7]. We previously showed that collagen activated the MAPK/ERK in T-ALL 

cell line [23]. Herein, we found that collagen induces a gradual ERK phosphorylation, 

which is maintained for up to 72h in serum-starved cells. Inhibition studies demonstrated 

that MAPK/ERK is essential for the protective effect of collagen. In agreement, 

MAPK/ERK is among the primary pathways mediating cancer resistance to stress-induced 

apoptosis [49]. Reduction of ERK expression and activity provokes cell death in serum-

starved acute myeloid leukemia (AML) cell lines [50].  

It is well established that ERK can target different substrates depending on its subcellular 

localization. In serum-starved AML cells, ERK is mainly positioned in the cytoplasm 

where it is more prone to regulate Bcl-2 family proteins [50, 51].  Along these lines, we 

found that collagen restored Mcl-1 levels by activating the MAPK/ERK pathway. In 

addition to MAPK/ERK, collagen induces a significant activation of p38 MAPK pathway. 

Accumulated data indicates that p38 is important for the survival of normal thymocytes and 

its constitutive or inducible activation can mediate B cell leukemia survival [32]. However, 

in the present work, we found through pharmacological inhibition and siRNA strategies 
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that p38 pathway is dispensable for collagen induced pro-survival. These results suggest 

that the anti-apoptotic function of p38 could be cell type and context specific. 

High leukemia cells in blood circulation and extra-medullar metastasis are associated with 

bad prognosis of patients and the occurrence of chemoresistance [52, 53]. Previous studies 

associated α2β1 integrin with bone marrow metastasis of solid cancer cells [54].  In this 

study we found that α2β1 integrin also promotes HSB2 cell migration through collagen 

suggesting that in addition to cell survival, α2β1 integrin can promote T-ALL invasion. 

Interestingly, Ho et al. showed that α2β1 integrin overexpression induces leukemic K562 

cell transmigration through immobilized collagen and by using in vivo video-microscopy 

analysis, they found that α2β1 integrin promoted K562 cell invasion through liver 

parenchyma [55]. Together these studies suggest that α2β1 integrin can represent an 

important pathway in leukemia dissemination.  

Our results showed that α2β1 integrin induced ERK and p38 pathways are required for 

HSB2 cell migration. In our study, ERK and p38 MAPKs acted in synergistic manner as 

their concomitant inhibition by the combined use of U0126 and SB203580 further 

decreased T-ALL cell migration. This additive effect can be explained by the ability of 

each pathway to target different substrates involved in the regulation of cell migration. 

ERK can be important in cytoskeletal dynamics via the phosphorylation of actin-myosin 

network such as MLCK (myosin light chain kinase) whereas p38 can phosphorylate the 

MAPK-activated protein kinases 2/3 which can be important in directional migration [56]. 

Along these lines, defective p38 signaling has been associated with impairment of acute 

lymphoblastic leukemia chemotactic function [57]. Since p38 does not regulate T-ALL 

survival, it is likely that activation of p38 by collagen could be needed only to ensure T-

ALL directional migration whereas activation of ERK is indispensable for both functions. 

Collagen type I to which T-ALL cells bind through α2β1 integrin is an abundant matrix in 

the bone marrow niche as well as in other organs where T-ALL disseminate such as the 

spleen, lymph nodes, lungs and kidneys. We have previously reported that α2β1 integrin 

protected T-ALL cell lines from death receptor-mediated apoptosis and promoted their 

chemoresistance by activating the MAPK/ERK pathway [22, 23, 58]. The present study 
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further supports the role of α2β1/ERK pathway in T-ALL survival and dissemination and 

suggests that its targeting can be beneficial for the treatment of T-ALL. 

5.7 Conclusions 

We report that the collagen-binding integrin α2β1 protects leukemic T cells from serum 

starvation-induced apoptosis through the maintenance of Mcl-1 levels, which is dependent 

on the MAPK/ERK. Activation of p38 by α2β1 integrin does not participate in T cell 

survival. However, both ERK and p38 are required for T cell migration through collagen. 

To our knowledge, this is the first report dissecting the signaling pathways activated by 

α2β1 integrin in leukemic T cell survival and migration.    
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5.12 Figures and legends 

Figure 1: Collagen inhibits serum starvation-induced apoptosis of T-ALL cells. Jurkat 

(A) and HSB2 (B) cells were maintained in serum free medium in wells coated with 

collagen (Col) or with BSA (-) for the indicated periods of time. At the end of cell culture, 

apoptosis was determined by Annexin V-FITC staining and flow cytometry analysis as 

described under “Material and methods section”. (C) T-ALL cells were cultured on 

collagen or on poly-L-Lysine (PLL) in serum-free medium for 72 h and apoptosis was 

determined by annexin V staining and flow cytometry.  In (A-C), the mean percentages (± 

S.D) of annexin V positive cells obtained from at least three independent experiments are 

presented.  * p<0.05 between BSA-treated samples (-) and collagen-treated samples (Col). 

(D) Collagen promotes clonogenic growth of serum-starved cells. Jurkat cells were cultured 

on BSA (-) or on collagen-coated wells in serum free medium for 7 days. The cells were 

recovered and incubated in complete medium containing methyl-cellulose as described 

under “Material and methods section”. The number of colonies was determined after 21 

days of cell culture. The mean values (± S.D) from three independent experiments are 

presented. * p<0.05 between BSA (-)- and collagen (Col)-treated samples.  

Figure 2: Bone morrow derived mesenchymal stem cells (BMSCs) protect Jurkat cells 

from serum starvation-induced apoptosis via α2β1 integrin. Jurkat cells were pretreated 

or not with 10 μg/ml of specific anti-α2 (PEI6), anti-β1 integrin (4B4) blocking antibodies 

or with their corresponding isotypic control (IgG) before their co-culture with BMSC as 

described under “Material and methods”. Jurkat cells were also cultured on PLL-coated 

wells. After 48 h of cell culture in serum free medium, the cells were detached and 

apoptosis was determined by annexin V staining and flow cytometry analysis. The mean 

percentages (± SD) of annexin V positive cells from three independent experiments are 

presented. * p<0.05 between samples of Jurkat cells cultured on BMSC and on PLL or 

between samples of Jurkat cells cultured on BMSC and treated with IgG  vs anti-α2 or anti-

β1 antibodies.  

Figure 3: Collagen inhibits serum-starvation induced caspase activation, which is 

associated with maintenance of Mcl-1 levels. (A) Collagen reduces caspase-9 and -3 

activation in serum-starved T-ALL cells. Jurkat cells were cultured on BSA(-)- or on 
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collagen (Col)-coated wells in the absence of serum for the indicated periods of time and 

caspase-9 and caspase-3 activation was determined by immunoblot analysis using specific 

antibodies detecting the native and cleaved forms of caspase 9 and 3 (NS: non specific 

band). The membrane was stripped and reprobed with anti-β-actin antibody to ensure equal 

loading. (B) Collagen reverses serum withdrawal induced Mcl-1 downregulation. Jurkat 

cells were cultured on BSA (-)-or on collagen (Col)-coated wells in the absence of serum 

for 24-72 h. Expression levels of Mcl-1, Bcl-2 and Bcl-xL were determined by immunoblot 

analysis using specific antibodies. β-actin immunoblot was used to ensure equal loading. 

The blots shown in A and B are representative of three independent experiments. (C-D) 

Inhibition of Mcl-1 expression by RNA interference abrogates the collagen protective 

effect. (C) Jurkat cells were transfected with Mcl-1 siRNA or with control siRNA and Mcl-

1 levels were determined by immunoblot analysis. (D) Transfected Jurkat cells were 

incubated in serum free medium with or without collagen (Col) for 48h. Apoptosis was 

determined by annexin V staining and flow cytometry analysis. The mean percentages 

(±SD) of annexin V positive cells obtained from three independent experiments are 

presented. * p<0.05 between BSA- (-) and collagen- (Col) treated samples of Jurkat cells 

transfected with control siRNA. (ns: not significant).  

Figure 4: Collagen anti-apoptotic effect is dependent on the MAPK/ERK pathway. 

Collagen increases MAPK/ERK activation in serum-starved Jurkat (A) and HSB2 (B) cells. 

The cells were cultured in serum free medium on collagen (Col) as indicated. ERK1/2 

phosphorylation levels were assessed by immunoblot analysis using specific anti-phospho-

ERK (42/43) antibodies. Membranes were stripped and reprobed with anti-ERK2 to ensure 

equal loading. (C) The MEK1 kinase inhibitor U0126 inhibits the collagen protective 

effect. HSB2 cells were treated or not with 10 μM of U0126 for 1h and then cultured on 

collagen (Col) or on BSA (-) for 72h in the absence of serum. Apoptosis was determined by 

DNA fragmentation ELISA assay. Results were expressed as mean values (±SD) from 

three independent experiments. * p<0.05 between Col- and U0126+Col-treated samples. 

(D) Dominant negative MEK-1 (DN-MEK-1) overexpression abrogates collagen pro-

survival effect. Jurkat cells were transfected with DN-MEK-1 or control pcDNA3.1 

plasmids. Viable cells recovered after 24h and cultured on BSA (-) or on collagen (Col) in 

the absence of serum for 48h. Apoptosis was then quantified by annexin V staining and 
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flow cytometry analysis. The mean percentages (± SD) of annexin V positive cells from 

three independent experiments are presented. * p<0.05 between collagen-treated pcDNA3.1 

transfected cells and collagen-treated DN-MEK-1 transfected cells. (E) U0126 inhibits 

Mcl-1 maintenance by collagen. Jurkat cells were pretreated or not with U0126 and then 

cultured on collagen-coated wells for 48h in the absence of serum. Mcl-1 and Bcl-2 

expression levels were determined by immunoblot analysis. Lane 1 at the left indicates the 

levels of Mcl-1, Bcl-2 and ERK2 in non-starved cells. The results are representative of 

three independent experiments. 

Figure 5: Collagen-induced p38 activation is not involved in T-ALL cell survival. 

Collagen increases p38 activation in serum-starved Jurkat (A) and HSB2 (B) cells. T-ALL 

cells were resuspended in serum-free medium and cultured on coated-collagen as indicated. 

Phosphorylation levels of p38 were assessed by immunoblot analysis using specific anti-

phospho-p38 (Thr180/Tyr182) antibody. β-actin was used to ensure equal loading. (C) The 

p38 inhibitor SB 203580 did not inhibit the protective effect of collagen. Jurkat cells were 

treated or not with 10 μM of SB 203580 (SB) for 1 h and then stimulated with collagen 

(Col) for 72h in the absence of serum. Cells were stained with annexin-V-FITC and 

apoptosis was evaluated by FACS analysis. Mean percentages ±SD obtained from three 

independent experiments were presented. * p<0.05 between Col-treated cells vs BSA-

treated (-) cells and between SB+Col- vs SB+BSA-treated samples. (D-E) p38 silencing did 

not affect the protective effect of collagen. (D) HSB2 cells were transfected with p38 

siRNA or with control siRNA as described under “Material and methods section” and the 

levels of phospho-p38 were determined by immunoblot analysis. (E) After transfection, 

viable cells recovered by a ficoll gradient and were cultured for 48h on collagen (Col) or on 

BSA (-) in serum free medium. Apoptosis was determined by annexin V staining and 

FACS analysis. The mean percentages (±SD) of annexin V positive cells obtained from 

three independent experiments are presented. * p<0.05 between BSA (-)- and collagen 

(Col)-treated samples.  

Figure 6: α2β1 integrin mediates HSB2 cell migration through collagen via ERK and 

p38. (A) α2β1 integrin promotes HSB2 cell invasion.  HSB2 cells were pretreated or not 

with the anti-α2 (P1E6) blocking antibody or with control isotypic antibody (IgG). Cells 



     
 

217 
 

were allowed to transmigrate through collagen-coated inserts for 24 h in the presence and 

absence of SDF1α added to the lower chamber. The migrated cells within the lower 

chamber were counted microscopically. Mean values (±SD) obtained from three 

independent experiments were presented. * p<0.05 between P1E6-treated and non-treated 

(-) samples. (B) The ERK and p38 inhibitors reduce HSB2 cell migration through collagen. 

HSB2 cells were pretreated with U0126 and SB 20358 (SB) alone or in combination for 2 

h. Cells were then allowed to transmigrate through collagen for 24h in response to SDF1α. 

The migrated cells within the lower chamber were counted microscopically. Mean values 

(±SD) obtained from three independent experiments were presented. * p<0.05 between 

non-treated (-) and U0126- or SB-treated samples. ** p<0.05 between U0126+SB- and 

U0126- or SB-treated samples.  
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Figure 1: Collagen inhibits serum starvation-induced apoptosis of T-ALL 
cells 
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Figure 2 : Bone morrow derived mesenchymal stem cells (BMSCs) 
protect Jurkat cells from serum starvation-induced apoptosis via α2β1 

integrin 
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Figure 3 : Collagen inhibits serum-starvation induced caspase activation, 
which is associated with maintenance of Mcl-1 levels 
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Figure 4 : Collagen anti-apoptotic effect is dependent on the MAPK/ERK 
pathway 
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Figure 5 : Collagen-induced p38 activation is not involved in T-ALL cell 
survival 
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Figure 6 : α2β1 integrin mediates HSB2 cell migration through collagen 
via ERK and p38 
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5.13 Supplementary figures and legends 
 

Figure S1: Soluble collagen protects Jurkat and HSB2 cells against serum 
starvation-induced apoptosis 

 

Jurkat (A) and HSB2 (B) were incubated in serum free medium containing or not soluble 

collagen (50μg/ml) or its diluent. Apoptosis was determined after 72h of incubation by 

annexin V binding and flow cytometry analysis. The results represent the mean 

percentages±SD of more than three independent experiments. *p<0.05 between collagen 

(Col)- and BSA- (-) or diluent-treated samples.  
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Figure S2 

 

 

Jurkat cells were transfected with flag-tagged dominant-negative MEK-1 (DN-MEK-1) 

plasmid or with a control pc-DNA3.1 plasmid. After transfection, the cells were lysed and 

cell lysates were analyzed by immunoblot using anti-Flag antibody. The blot was stripped 

and reprobed with anti-β-actin antibody to ensure equal loading.  
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Chapitre VI 

Discussion 
Comparativement aux tumeurs solides11, le rôle des intégrines liant la MEC dans la 

chimiorésistance des leucémies aigües T-ALL et AML n’est pas encore clairement établi. 

L’exploration de cette question dans notre laboratoire a permis de révéler l’importance de 

l’intégrine α2β1 liant le collagène dans l’induction de la résistance  des leucémies T-ALL 

contre l’apoptose induite par différentes drogues couramment utilisées en chimiothérapie 

anti-leucémique, soit la doxorubicine (chapitres II et III) , la vincristine et le méthotrexate 

(Figure S1, Annexe). L’intégrine α2β1 est le récepteur majeur liant le collagène sur les 

lignées leucémiques T-ALL410,457. L’effet protecteur du collagène est aboli par les anticorps 

bloquants spécifiques de la chaine α2 intégrine (clone PEI6) (chapitres II et IV). Également, 

la seule induction de cette intégrine dans les cellules MOLT-3 reproduit la quasi-totalité de 

l’action protectrice du collagène (chapitre IV). Ces résultats ont été confirmés par 

l’utilisation des cellules souches mésenchymateuses du microenvironnement médullaire 

(BMSC). En effet, les cellules BMSC sont connues pour jouer un rôle important dans la 

chimiorésistance et la progression leucémique41,517. Ce sont également les principales 

cellules productrices du collagène au niveau médullaire44. Nous avons trouvé que le contact 

des cellules leucémiques Jurkat avec ces cellules promeut leur protection contre l’apoptose 

induite par la doxorubicine via l’intégrine α2β1 (chapitre II). Par ailleurs, nous avons 

trouvé que la survie des cellules induite par le collagène n’était pas transitoire, mais tel 

qu’élucidé par le test de la croissance clonogénique, ces cellules peuvent survivre à long 

terme et proliférer. Ceci suggère que l’état de résistance induit par l’interaction du 

collagène avec l’intégrine α2β1 peut favoriser l’émergence de clones T-ALL qui 

contribueront à la maladie résiduelle minimale et aux rechutes ultérieures des patients 

atteints de leucémies T-ALL. Nous avons aussi démontré pour la première fois que 

l’intégrine α2β1 est exprimée sur les lymphoblastes T dérivant de biopsies médullaires de 

patients T-ALL au stade diagnostic (chapitre II). La stimulation ex vivo de ces blastes par le 

collagène, promeut leur protection contre l’apoptose induite par la doxorubicine, renforçant 

l’implication de l’intégrine α2β1 dans l’induction de la résistance de novo des leucémies T-

ALL contre la chimiothérapie. 

http://en.wiktionary.org/wiki/aig%C3%BCes#French
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 En outre, nous avons aussi trouvé que l’intégrine α2β1 est remarquablement exprimée sur 

différentes lignées leucémiques de type AML, ce qui corrèle avec d’anciennes données 

cliniques révélant l’expression de l’intégrine  α2β1 à la surface de blastes de patients 

atteints de leucémies AML62,455. Comme pour les cellules T-ALL, l’adhésion des cellules 

leucémiques AML au collagène via l’intégrine α2β1 assure leur protection contre l’effet 

pro-apoptotique induit par la doxorubicine (chapitre IV). Ceci est en accord  avec les 

résultats du groupe du Dr. Cordes qui a précédemment montré que l’adhésion des cellules 

HL-60 au collagène diminue leur apoptose induite par la cytarabine et l’irradiation510. 

Cependant, dans son travail, le rôle des intégrines liant le collagène n’a pas été étudié. 

Plusieurs travaux ont suggéré la contribution de l’intégrine α2β1 à la résistance du cancer 

pancréatique et mammaire contre la chimiothérapie433,516. En plus des tumeurs solides, 

notre travail a donc permis d’élucider l’importance de l’intégrine α2β1 dans l’induction de 

la chimiorésistance des leucémies aigües T-ALL et AML. Le rôle de l’intégrine α2β1 dans 

la régulation de la chimiorésistance d’autres types d’hémopathies malignes comme les 

lymphomes de type T  reste à étudier. 

De plus, nous avons montré que le collagène à l’état soluble et d’une façon similaire au 

collagène immobilisé, peut induire la protection des cellules AML et T-ALL contre la 

chimiothérapie (chapitres II et IV). Les fragments peptidiques du collagène sont 

fréquemment libérés au niveau médullaire et extra-médullaire par le remodelage de  la 

MEC assuré par l’activité des métaloprotéinases (MMP) et des autres protéases produites 

par les cellules leucémiques et par les cellules stromales du microenvironnement tumoral 53-

55,518. Nos données démontrent ainsi que l’attachement des cellules leucémiques au 

collagène du stroma n’est pas une condition absolue pour induire leur protection et que cet 

effet peut être aussi produit dans les cellules leucémiques non adhérentes. Nos données 

vont dans le même sens que celles de Seong et al. ayant montré que les formes 

immobilisées et solubles du collagène activent de la même façon l’intégrine α2β1519.  

Contrairement à l’intégrine α2β1 qui se lie principalement au collagène de type I, 

l’intégrine α1β1 est le récepteur majeur au collagène de type IV qui est exprimé au niveau 

de la membrane basale des vaisseaux sanguins325,520. Elle est détectée à la surface de 

plusieurs tumeurs solides, jouant un rôle principalement dans la prolifération et la migration 

http://en.wiktionary.org/wiki/aig%C3%BCes#French
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des cellules cancéreuses521-524. Ce récepteur est faiblement détecté à la surface des lignées 

T-ALL et AML que nous avons investiguées au laboratoire. Nos résultats corrèlent avec 

certaines données cliniques ayant révélé la faible expression de l’intégrine α1β1 à la surface 

des leucémies lymphoblastiques (T-ALL et B-ALL) et des leucémies myéloïdes62,454. Ceci 

suggère que l’intégrine α1β1 pourrait avoir un rôle mineur dans la chimiorésistance et la 

progression des leucémies AML et T-ALL. Ces études suggèrent aussi que les cellules T-

ALL et AML qui se trouvent dans la zone médullaire riche en collagène de type I, 

particulièrement dans les niches endostéales sont probablement celles qui seront protégées 

et à l’origine des rechutes45. Ceci est en corrélation avec les travaux qui ont montré en 

utilisant le model murin de xénogreffes de cellules leucémiques B-ALL ou AML, qu’après 

l’administration de forte doses de cytarabine,  les blastes résiduels sont préférentiellement 

localisés au niveau des niches endostéales de la moelle osseuse51,83,84. 

En plus du collagène, la fibronectine est abondamment exprimée dans le 

microenvironnement médullaire60. Les intégrines α4β1 et α5β1 sont les principaux 

récepteurs liant cette matrice et  sont fréquemment exprimées sur les cellules des lignées T-

ALL et AML370,458,463 et les blastes dérivant de patients leucémiques62,455. Cependant, nous 

avons trouvé que la fibronectine n’induit pas la protection des cellules des lignées T-ALL 

et des lymphoblastes T de patients contre l’effet apoptotique induit par la doxorubicine 

(chapitres II et III). Ces données sont en accord avec les résultats précédents de notre 

laboratoire montrant l’incapacité de la fibronectine à protéger les cellules Jurkat contre 

l’apoptose extrinsèque induite par le récepteur Fas410. Également, certaines publications ont 

rapporté un rôle pro-apoptotique de la fibronectine contre les lymphocytes T normaux et 

des lignées T-ALL411,479. Contrairement à nos données, l’équipe de Dr. Lim a rapporté 

récemment que l’adhésion des cellules Jurkat aux fragments recombinants CS1 de la 

fibronectine réduit leur apoptose induite par la doxorubicine525. Cependant, dans ce travail, 

l’effet anti-apoptotique de la fibronectine entière n’a pas été démontré. Contrairement aux 

cellules T-ALL, la liaison des intégrines α4β1 et α5β1 avec la fibronectine et/ou avec 

VCAM-1 est impliquée dans la résistance des leucémies lymphoïdes B et des leucémies 

AML contre l’apoptose induite par les drogues et l’irradiation317,463,487, ce qui suggère que 

la résistance via les intégrines α4β1 et α5β1 est dépendante du type cellulaire. En plus de la 

fibronectine, la moelle osseuse contient d’autres matrices telles que les laminines et la 
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vitronectine526,527. L’implication de ces dernières dans la régulation de la réponse à la 

thérapie des leucémies T-ALL et AML nécessitent d’autres investigations.  

Étant donné l’abondance du collagène dans l’environnement médullaire et extra-médullaire, 

la voie collagène/intégrine α2β1 peut représenter une voie primordiale dans la 

chimiorésistance des leucémies T-ALL et AML. L’analyse clinique récente de Cleaver et 

al. réalisée sur quatre cohortes indépendantes de patients T-ALL, a démontré que 

l’expression de niveaux élevés de l’ARNm de la chaine α2 intégrine (CD49b) au stade 

diagnostic est en corrélation avec le taux de rechute chez les patients T-ALL228. Plus 

intéressant, cette  étude n’a pas révélé de corrélation entre les rechutes de ces patients et les 

niveaux d’expression de l’ARNm des chaines α4 (CD49d) et α5 (CD49e) intégrines. En 

plus de l’absence de leur implication dans la résistance des leucémies T-ALL, le rôle des 

intégrines α4β1 et α5β1 dans la résistance des  leucémies AML est également controversé. 

En effet, contrairement aux études initiales réalisées in vitro et in vivo463,487,  les 

investigations cliniques ont montré l’absence de corrélation entre les niveaux d’expression 

des chaine α4 intégrine (protéique) et α5 intégrine (mRNA) et les rechutes des patients 

AML pédiatriques et adultes511-513. Au contraire, les niveaux élevés de la chaine α4 

intégrine sont associés au bon pronostic des patients AML511,512. Ces controverses peuvent 

être expliquées par la possibilité de la co-implication d’autres intégrines dans la régulation 

de la chimiorésistance des leucémies AML. En résumé, nos résultats consolidés avec ceux 

de l’étude clinique de Cleaver et al.228 suggèrent fortement que l’intégrine α2β1 peut 

représenter une voie majeure dans la chimiorésistance au moins des leucémies de type T-

ALL. 

Les voies MAPK/ERK et PI3K/AKT sont deux voies cruciales pour la progression des 

leucémies et des autres tumeurs528-530. Elles sont actuellement parmi les cibles 

thérapeutiques majeures en clinique531,532. Ces deux voies  sont aussi les voies principales 

de survie activées par les intégrines322,533. Des études précédentes ont démontré que l’effet 

anti-apoptotique induit par l’intégrine α4β1 est dépendant de la voie PI3K/AKT dans les 

hémopathies lymphoïdes de type B et les leucémies myéloïdes317,487. La voie PI3K/AKT est 

aussi induite par l’engagement de l’intégrine α2β1 et est impliquée dans la régulation de la 

chimiorésistance du cancer du sein et du cancer de la tête et du cou433,534. Contrairement à 
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ces données, nous avons trouvé que l’intégrine α2β1 n’induit pas l’activation de la voie 

PI3K/AKT dans les cellules leucémiques de type T-ALL et AML (chapitres II et IV). Cette 

voie est activée constitutivement dans certaines lignées (telle que la lignée Jurkat E6.1) 

mais son inhibition n’affecte pas la chimio-protection des cellules leucémiques T-ALL et 

AML induite par le collagène. Le collagène induit particulièrement l’activation des deux 

voies MAPKs ERK et p38. Cependant, l’inhibition de la voie p38 par l’inhibiteur 

SB203580 ou par ARN interférence n’affecte pas l’effet anti-apoptotique induit par le 

collagène contre la doxorubicine dans les cellules des lignées T-ALL et AML (Figure S2, 

Annexe).  

La voie MAPK/ERK est la voie de survie majeure induite par l’interaction du collagène 

avec l’intégrine α2β1, assurant son effet de chimiorésistance dans les leucémies T-ALL et 

AML (chapitres II, III et IV). Nous avons remarqué que l’activation de la voie MAPK/ERK 

par le collagène est induite précocement, après 1 h de stimulation et qu’elle est maintenue 

dans le temps (elle reste augmentée après 24 h). Ce profil d’activation est propice pour la 

régulation des événements précoces et tardifs de la survie des cellules leucémiques par le 

collagène. Notre étude nous a permis d’identifier deux facteurs majeurs à la 

chimiorésistance via l’intégrine α2β1 qui sont induits par la voie MAPK/ERK, soit la 

protéine anti-apoptotique Mcl-1 et  le transporteur des drogues ABCC1 appelé aussi MRP-

1 (chapitres II, III et IV).  

A l’heure actuelle, nous n’avons pas exploré  les mécanismes d’induction de la pompe 

ABCC1 par la voie ERK (chapitre III) mais une action de la voie ERK est possible à 

différents niveaux de régulation de l’expression génique du transporteur ABCC1. 

L’induction rapide de l’augmentation de l’ARNm de ABCC1 et de son expression 

protéique par le collagène suggère un rôle de la voie ERK dans la préservation de la 

stabilité de l’ARNm de ABCC1 et une potentialisation de sa traduction. La voie ERK est 

impliquée dans l’induction du transporteur ABCC1 dans les cellules du carcinome 

hépatocellulaire288,289. Également, il a été démontré que l’expression du transporteur 

ABCC1 dans ces cellules est liée à une diminution des niveaux des microARN; miR-199a/b 

et miR-296 spécifiques du transporteur ABCC1535. Ces données suggèrent un rôle probable 

de la voie ERK dans l’inhibition de l’expression de certains microARNs qui peuvent 
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diminuer l’expression du transporteur ABCC1. Par ailleurs, il a été aussi démontré que le 

contrôle de la machinerie de traduction est l’un des mécanismes impliqués dans la 

progression des cancers induite par les intégrines536. Le rassemblement et le 

fonctionnement de la machinerie traductionnelle sont particulièrement dépendants  de 

l’activité du facteur eIF4E. Ce dernier est impliqué dans la régulation de la 

chimiorésistance et la progression des hémopathies malignes537,538. L’activité du facteur 

eIF4E est en partie, régulée par l’intermédiaire des kinases MNK et p70S6K qui sont 

activées par la voie ERK529,539. Ainsi, la potentialisation de la traduction du transporteur 

ABCC1 via l’activation du facteur eIF4E par la voie ERK, expliquerait son expression 

membranaire précoce induite par le collagène. En outre, la voie ERK peut assurer une 

augmentation de la transcription du transporteur ABCC1 et le maintien à long terme de son 

expression et de l’efflux de la doxorubicine des cellules leucémiques, via l’activation des 

facteurs de transcription AP1, SP1, NFκB et Notch1294-298,540 qui sont  impliqués dans la 

transcription du gène ABCC1285,290-293.  

En plus de la possibilité de l’augmentation de sa transcription et de sa traduction, la voie 

ERK peut promouvoir la stabilité du transporteur ABCC1 au niveau de la membrane 

plasmique. Il n’y a pas d’études à ce jour ayant montré un effet de  phosphorylation direct 

du transporteur ABCC1 par la kinase ERK. Cependant la voie ERK est impliquée dans la 

polymérisation de l’actine corticale via en partie la régulation de la localisation et de 

l’activité de la cortactine 541,542. Tel que démontré dans notre étude (chapitre III) et celle de 

Hummal et al.306,  l’actine corticale est une structure importante pour maintenir la stabilité 

du transporteur  ABCC1 à la surface cellulaire et pour induire l’efflux de la doxorubicine. 

En plus de l’importance du transporteur ABCC1, Mcl-1 est une protéine cruciale pour la 

survie des leucémies T-ALL et AML et pour leur chimiorésistance induite par le collagène 

(chapitres II et IV). Contrairement au transporteur ABCC1, le maintien des niveaux de 

Mcl-1 par la voie ERK n’est pas dû à une augmentation de sa transcription ou de sa 

traduction telle que démontré par l’absence d’augmentation de Mcl-1 suite à la stimulation 

des cellules avec le collagène seul (chapitres II et IV). Dans le contexte de notre 

exploration, on ne sait pas s’il y a un effet de phosphorylation direct de la protéine Mcl-1 

par la voie ERK favorisant la stabilisation de Mcl-1. Par contre, nous avons démontré que 
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la voie ERK est capable de maintenir les niveaux de Mcl-1 via l’inhibition de la kinase 

JNK induite par la doxorubicine, ce qui suggère un rôle du collagène via ERK dans 

l’inhibition de l’ubiquitination et la dégradation protéosomale de Mcl-1 induite par la voie 

JNK220,222. La voie JNK est importante pour l’induction de l’apoptose des cellules des 

leucémies aigues et autres tumeurs solides par la chimiothérapie190,194,200,543,544. L’inhibition 

de l’activation de la voie JNK corrèle avec la faible réponse des patients T-ALL et AML à 

la chimiothérapie d’induction89,545. L’inhibition de l’activation de la voie JNK est aussi 

notée dans les lignées U937 et HL-60 intrinsèquement résistantes aux anthracyclines545,546. 

En corrélation avec ces données, nous avons trouvé que l’induction de la voie JNK par la 

doxorubicine est inhibée par la voie ERK activée par le collagène dans les cellules T-ALL 

et AML, ce qui bloquerait en conséquence la dégradation protéosomale de Mcl-1 induite 

par la kinase JNK en présence de la doxorubicine. Des exemples similaires d’inhibition de 

la voie de stress JNK par la voie de survie MAPK/ERK ont été précédemment décrits dans 

les mélanocytes malins et les cellules leucémiques des lignées Jurkat et U937 stimulées par 

le docetaxel et le bortezomib respectivement191,547 

Le maintien des niveaux de Mcl-1 par le collagène promeut l’inhibition de l’apoptose 

mitochondriale, traduite par la diminution du relâchement au niveau cytosolique du 

cytochrome C et de l’activation des caspases 9 et 3 (chapitres II et IV). En accord,  

certaines études ont révélé que la maladie résiduelle minimale corrèle également avec 

l’inhibition de l’activation de la voie mitochondriale d’apoptose induite par la 

chimiothérapie et qui se manifeste par une diminution des niveaux des fragments actifs des 

caspases-9 et -389,90. Ensemble, ces données suggèrent que le collagène, via l’intégrine 

α2β1, pourrait contribuer à la maladie résiduelle minimale chez les patients atteints de 

leucémies T-ALL et AML.  

L’inhibition de l’activation de JNK par le collagène est indépendante de l’efflux de la 

doxorubicine par le transporteur ABCC1 puisque l’inhibition de l’expression du 

transporteur ABCC1 par ARN interférence n’empêche pas le collagène d’inhiber 

l’activation de JNK (Figure S3, Annexe). Ceci indique que les deux voies ERK/ABCC1 et 

ERK/Mcl-1 pourraient avoir des rôles indépendants mais complémentaires dans la 

résistance des leucémies T-ALL et AML induite par la collagène. La complémentarité entre 
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les deux systèmes Mcl-1 et ABCC1 dans l’inhibition de l’apoptose mitochondriale induite 

par la doxorubicine n’est pas encore comprise mais suggère un  effet du transporteur 

ABCC1 sur d’autres acteurs de l’apoptose mitochondriale, tel que l’inhibition de 

l’expression ou de l’activation des protéines à domaine BH3  (Bid, Bim, puma, Noxa) ou 

encore l’inhibition de l’activation des caspases via l’induction  des  protéines de la famille 

des IAPs (XIAP, c-IAP1, c-IAP2)111. En outre, la complémentarité entre les deux systèmes 

Mcl-1 et ABCC1 est en accord avec les études cliniques démontrant l’existence d’une plus 

forte association entre les rechutes des patients leucémiques et l’augmentation simultanée 

des niveaux des protéines de la famille Bcl-2 et ceux des transporteurs ABC 

comparativement à celle liée à l’augmentation séparée de ces protéines548. Cette 

collaboration pourrait aussi expliquer la faible efficacité clinique des inhibiteurs des 

transporteurs ABC dans le traitement des cancers en général et des leucémies en 

particulier278,279.   

Afin de comprendre le mécanisme par lequel la voie ERK activée par le collagène inhibe 

l’induction de la voie JNK par la doxorubicine, nous avons investigué le rôle de la GTPase 

Rac1. Notre étude  a permis de démontrer que le collagène inhibe la kinase JNK en inhibant 

l’activation de Rac1 par la doxorubicine (chapitre IV). Ces résultats sont en accord avec des 

études précédentes qui ont montré l’implication de la voie Rac1/JNK dans l’induction de 

l’apoptose par la doxorubicine205,208,549.    

Dans notre contexte, le collagène seul n’active pas la voie Rac1 et l’inhibition de cette 

dernière n’affecte pas l’effet anti-apoptotique induit par le collagène. Nous avons trouvé 

que via l’inhibition de Rac1 par la voie ERK, le collagène bloque l’activation de la kinase 

JNK maintenant ainsi des niveaux élevés de  la protéine Mcl-1, permettant, de cette façon 

l’inhibition de la perméabilisation de la mitochondrie. En plus, Rac1 peut aussi avoir un 

effet génotoxique au niveau nucléaire soit dans l’induction des dommages à l’ADN. En 

effet, Rac1 peut augmenter la liaison de la doxorubicine à la topoisomérase II549. Dans ce 

contexte, nous avons trouvé que le collagène inhibe la phosphorylation de l’histone H2XA 

au niveau du site serine 139, qui est un marqueur précoce des réponses aux dommages de 

l’ADN (chapitre IV et550,551). Ainsi, le collagène en inhibant l’activité de Rac1 pourrait 
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également diminuer le nombre de cassures à l’ADN et ainsi diminuer la signalisation pro-

apoptotique de la doxorubicine.  

L’inhibition de l’activation de l’histone H2XA par le collagène implique aussi la voie ERK. 

L’inhibition de l’activation de Rac1 par la voie collagène/α2β1/ERK pourrait favoriser le 

maintien de l’intégrité de l’ADN par l’inhibition des  dommages à l’ADN induits par la 

GTPase Rac1549. Les mécanismes via lesquels ERK régule l’activation de Rac1 ne sont pas 

encore déterminés. Une étude récente de l’équipe du Dr. Wu a démontré que l’activation de 

la voie Rac1/JNK par la doxorubicine dans les cellules Hela est dépendante de 

l’augmentation des niveaux du Tiam552. Ce dernier est un facteur d’échange de nucléotide 

guanine impliqué dans l’activation de Rac1. Un effet de la voie ERK sur la modulation des 

niveaux d’expression ou d’activité de Tiam en vue d’inhiber Rac1 serait l’un des 

mécanismes probables.  

En résumé de notre travail, un modèle par lequel l’intégrine α2β1 favorise la 

chimiorésistance des leucémies T-ALL et AML est présenté dans la figure 17. 
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Figure 17 : Régulation de la chimiorésistance des leucémies T-ALL et AML par la voie 

collagène/α2β1. 

 L’adhésion au collagène via l’intégrine α2β1 favorise  la résistance des cellules 

leucémiques T-ALL et AML contre l’apoptose induite par la doxorubicine et ceci via 

l’activation de la voie de survie MAPK/ERK et la régulation des protéines anti-

apoptotiques Mcl-1 et ABCC1. En effet, la voie ERK augmente l’expression et la stabilité 

membranaire du transporteur d’efflux ABCC1, ce qui renverse l’accumulation de la 

doxorubicine au niveau des cellules leucémiques. Également, la voie ERK promeut 

l’inhibition de la voie pro-apoptotique Rac1/JNK induite par la doxorubicine, ce qui est 

important pour le maintien des niveaux de Mcl-1 et l’inhibition de la cascade d’apoptose 

mitochondriale induite par la doxorubicine. Le blocage de l’activation de Rac1 par la voie 

de survie ERK permet  aussi la préservation  de  l’intégrité de l’ADN, ce qui pourrait 

diminuer l’effet génotoxique de la doxorubicine. De cette façon, la voie 

collagène/α2β1/ERK semble jouer un rôle important dans l’émergence à long terme de 

nouveaux  clones T-ALL et AML résistants à la doxorubicine. (CDB: Cassures double brin 

d’ADN). 
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Dans nos travaux, nous n’avons pas exploré en détail les mécanismes via lesquels le 

collagène protège les cellules leucémiques T-ALL contre la vincristine et le méthotrexate 

(Figure S1, Annexe). Cependant, certaines études ont déjà montré l’induction et 

l’implication de la voie JNK dans l’apoptose des cellules lymphoïdes et du mélanome 

induite par ces drogues214,553. Les effets pro-apoptotiques induits par la vincristine et le 

méthotrexate sont inhibés par l’activation de la voie ERK554. Également, l’apoptose des 

cellules cancéreuses  induite par la vincristine est liée à l’induction de la dégradation 

protéosomale de la protéine anti-apoptotique Mcl-1555. De plus, la pompe ABCC1 est 

connue pour pouvoir induire l’efflux de la vincristine et du méthotrexate265,276. Ces données 

suggèrent que le collagène pourrait induire la résistance des blastes T-ALL et AML contre 

la vincristine et le méthotrexate via le même mécanisme induit contre la doxorubicine, 

c'est-à-dire  l’activation de la voie de survie ERK/Mcl-1/ABCC1 et l’inhibition de la voie 

pro-apoptotique JNK. De même, les glucocorticoïdes sont des drogues largement utilisés 

dans le traitement des leucémies T-ALL556. Nous n’avons pas pu les tester dans notre étude 

à cause de la résistance fréquente des lignées T-ALL contre ces drogues232,557. Cependant, 

certaines études ont démontré que la résistance aux glucocorticoïdes est liée à l’activation 

de la voie de survie ERK et aux protéines Mcl-1 et ABCC1558-561. Ceci suggère que le 

collagène via l’intégrine α2β1 pourrait aussi favoriser la résistance des leucémies T-ALL 

contre l’apoptose induite par les glucorticoïdes. De ce fait, l’activation de la voie ERK/Mcl-

1/ABCC1 par le couple collagène/intégrine α2β1  favoriserait  la multi-résistance des 

leucémies AML et T-ALL, ce qui serait à l’origine de la  faible réponse des patients aux 

protocoles classiques de la chimiothérapie.  

En clinique, la protéine Mcl-1, le transporteur ABCC1 et la forme phosphorylée de la 

kinase ERK sont associés aux rechutes des patients AML et T-ALL5,229,248,275,276,562. Ces 

trois facteurs sont considérés parmi les acteurs majeurs de la chimiorésistance leucémique. 

De ce fait, on assiste à l’émergence de plusieurs molécules visant le blocage de la voie 

ERK et l’inhibition des activités anti-apoptotiques des protéines Mcl-1 et 

ABCC1247,277,529,563. Également, la faible activation de la kinase JNK est associée à la 

détection de la maladie résiduelle minimale chez les patients AML et T-ALL89,545. 

L’ensemble de ces données cliniques est en corrélation avec les résultats de notre 

investigation réalisée in vitro et suggère que l’activation de la voie ERK/Mcl-1/ABCC1 par 
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le couple collagène/ intégrine α2β1 pourrait jouer un rôle primordial dans l’émergence de la 

résistance des leucémies T-ALL et AML.  

En plus de son rôle dans la chimiorésistance, nous avons montré que le collagène via 

l’intégrine α2β1 peut réguler la progression des leucémies T-ALL via le maintien de leur 

survie en absence de facteurs de croissance au niveau du microenvironnement médullaire 

(chapitre V). En accord, les lymphoblastes dérivant de patients T-ALL, B-ALL ou AML 

sont incapable de survivre en culture, en absence de leur contact avec les cellules stromales 

ou avec la MEC469,470,564-566. La survie via le collagène dans ce contexte est aussi assurée 

par la voie MAPK/ERK qui inhibe la diminution Mcl-1 induite par la privation de sérum. 

Des études précédentes ont montré que la voie JNK est impliquée dans l’induction de 

l’apoptose des cellules Jurkat en absence de sérum471. Ceci suggère que la voie ERK peut 

restaurer les niveaux de Mcl-1 en absence de facteurs de croissance  en inhibant l’activation 

de la voie de stress JNK, comme démontré dans le contexte de la résistance à la 

doxorubicine (chapitre II). Nos résultats suggèrent que l’activation de l’intégrine α2β1 par 

le collagène et l’induction de la voie ERK, jouent un rôle primordial dans la survie des 

cellules leucémiques.  

En plus de son rôle dans le maintien de la survie et la chimiorésistance des leucémies T-

ALL, notre laboratoire a précédemment démontré que la voie ERK activée suite à 

l’engagement de l’intégrine α2β1 par le collagène,  favoriserait  l’échappement des cellules 

leucémiques à l’action pro-apoptotique des cellules immunitaires. En effet, le collagène 

protège les cellules leucémiques des lignées T-ALL contre l’apoptose extrinsèque induite 

par les récepteurs de mort Fas et TRAIL410. Ensemble, ces données suggèrent que la voie 

collagène/α2β1 intégrine/ERK pourrait jouer un rôle critique dans la survie et la 

progression des leucémies T-ALL et probablement des cellules AML aussi.  

Certains travaux ont démontré que la chimiorésistance des leucémies T-ALL et AML peut 

corréler avec les propriétés invasives des cellules leucémiques30,567-569. Nous avons trouvé 

qu’en plus de son rôle dans la chimiorésistance, l’intégrine α2β1 promeut la migration des 

cellules leucémiques HSB2 à travers le collagène (chapitre V), suggérant son implication 

dans la dissémination des cellules T-ALL vers les organes extra-médullaires. L’intégrine 

α2β1 est impliquée dans l’induction des métastases de plusieurs tumeurs solides (cancer de 
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la prostate, de l’ovaire, du pancréas, chondrosarcome)451,570-572. Son hyper-expression dans 

les cellules leucémiques K562 induit aussi leur migration à travers le parenchyme 

hépatique573. Ces données suggèrent que l’expression de l’intégrine α2β1 favoriserait 

l’invasion des cellules T-ALL.  

 Les mécanismes via lesquels l’intégrine α2β1 peut réguler la migration des leucémies T-

ALL et l’implication potentielle des Rho GTPases restent à explorer. Ce que nous avons 

démontré pour l’instant est que la voie ERK agit en synergie avec la voie p38MAPK pour 

promouvoir  la migration des cellules HSB2 à travers le collagène (chapitre V). Ceci 

indique que les deux voies ERK et p38 peuvent réguler les réarrangements du cytosquelette 

d’actine-myosine des cellules en migration en agissant sur  différents substrats 574. De plus,  

comme démontré dans les leucémies B-ALL, la voie p38 pourrait favoriser la chimiotaxie 

des cellules T-ALL en réponse au SDF-1α575. La voie p38 est importante pour la migration 

leucémique mais elle n’est pas requise pour la protection des cellules T-ALL contre 

l’apoptose induite par la doxorubicine (Figure S2, Annexe) ou par l’absence de sérum 

(chapitre V).  

L’implication de l’intégrine α2β1 via la voie ERK dans la survie, la chimiorésistance, 

l’immuno-protection et  la migration leucémique souligne l’importance de cette voie dans 

la progression et l’agressivité des leucémies T-ALL et AML. Cependant, nous n’avons pas 

encore exploré le rôle de l’interaction collagène/intégrine α2β1 dans la régulation de la 

croissance des leucémies T-ALL et AML.  

L’ensemble des résultats de nos travaux suggèrent que l’intégrine α2β1 serait une cible 

thérapeutique prometteuse permettant l’augmentation de l’efficacité de la chimiothérapie 

dans le traitement des leucémies T-ALL et l’inhibition du développement de la 

chimiorésistance. Ceci serait possible selon les données de la littérature qui montrent un 

rôle redondant de l’intégrine α2β1 dans la régulation de plusieurs processus physiologiques 

de cicatrisation, d’angiogenèse et de coagulation523,576-580. En effet, des études ont montré 

que l’intégrine α2β1 ne serait pas nécessaire à la cicatrisation576-578 et semble plutôt 

favoriser l’induction de l’angiogenèse tumorale que physiologique523,581. En plus, les souris 

déficientes en la chaine α2 intégrine (KO) ne présentent aucune anomalie pathologique 

même à l’âge adulte sauf des défauts mineurs d’adhésion des plaquettes au collagène et 
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dans le branchement des glandes mammaires ont été notés582,583. Ces anomalies n’affectent 

ni le rôle des plaquettes dans la coagulation, ni la fonction des glandes mammaires dans la 

sécrétion du lait.  

L’intégrine α2β1 est aussi connue pour son rôle pro-inflammatoire dans le contexte des 

réponses immunes innée et adaptative584-587. Elle est significativement exprimée par les 

lymphocytes T effecteurs Th1 et Th17588,589. Sa liaison au collagène promeut via la co-

stimulation du récepteur à l’antigène (TCR), la production des cytokines pro-

inflammatoires comme l’IL-17 et l’INF-γ 588,589. L’engagement de l’intégrine α2β1 induit 

aussi, l’inhibition de l’apoptose des lymphocytes T activées induite par la réactivation du 

TCR ou l’AICD (Activation Induced Cell Death)409. Kassiotis et al. ont  montré que 

l’intégrine α2β1 n’est pas requise pour l’activité anti-infectieuse des lymphocytes T 

effecteurs contre le virus de l’influenza590. Par contre, son expression a été associée à une 

réponse immuno-pathologique des lymphocytes T effecteurs et à une potentialisation  des 

dommages tissulaires. En accord, l’intégrine α2β1 est associée à la pathogénèse et 

l’agressivité de plusieurs pathologies inflammatoires et auto-immunes telles que la 

polyarthrite rhumatoïde et la sclérose en plaque591-593. Son inhibition dans un modèle murin 

d’arthrite induite par le collagène, réduit considérablement l’ampleur des dommages 

tissulaires via la réduction du nombre des Th17 et de la production de l’IL-17593. Le 

blocage de l’intégrine α2β1 est l’une des perspectives majeures pour le traitement des 

maladies auto-immunes325,594,595. L’anticorps monoclonal bloquant la chaine α2 intégrine 

(GBR-500, Sanofi) est en cours d’essais cliniques de phase II pour le traitement de la 

sclérose en plaque et la colite ulcéreuse325,595. Les essais cliniques de phase I ont montré 

que l’immunothérapie via l’anticorps GBR-500 est parfaitement tolérée chez les individus. 

Également, la molécule sulfonamide E7820 qui est un inhibiteur de la synthèse de la chaine 

α2 intégrine, est en phase II d’essais cliniques pour la prévention de l’angiogenèse et des 

métastases des tumeurs solides449,451. Ensemble, ces données suggèrent que le ciblage de 

l’intégrine α2β1 pourrait être bénéfique et tolérable chez les patients atteints de leucémies 

T-ALL et AML. 

En conclusion, nos résultats démontrent que via son rôle dans la survie et la 

chimiorésistance,  l’intégrine α2β1 pourrait constituer un marqueur prédictif pour les 
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rechutes des patients T-ALL et AML. Elle pourrait également constituer une cible 

thérapeutique prometteuse afin de potentialiser l’efficacité de la chimiothérapie chez les 

patients T-ALL et AML et ainsi empêcher le développement de la résistance aux drogues et 

les rechutes. Afin de compléter nos données surtout en vue d’éventuelles perspectives 

cliniques, l’importance de l’intégrine α2β1 dans la chimiorésistance et la progression des 

leucémies T-ALL et AML mérite d’être vérifié in vivo par l’utilisation d’un modèle de 

xénogreffes de leucémies T-ALL et AML dans les souris immuno-déficientes. De même, 

une analyse de corrélation entre les niveaux d’expression protéique de l’intégrine α2β1 au 

stade diagnostic et la réponse clinique des patients T-ALL et AML à la chimiothérapie est 

requise. 
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Annexe 

Figures supplémentaires 

 

 

Figure S1 : Le collagène de type I protège les cellules T leucémiques 
contre l’apoptose induite par le méthotrexate et la vincristine 

 

Les cellules Jurkat (A) et HSB2 (B) ont été pré-incubées en contact du collagène de type I 

(Col) pendant 4 h ensuite traitées avec le méthotrexate (MTX) ou la vincristine (Vinc) 

pendant 24 h. L’apoptose a été évaluée par marquage à l’annexine V-FITC suivie d’une 

analyse par la cytométrie en  flux. Les moyennes des valeurs obtenues (±DS) à partir de 

trois expériences indépendantes sont présentées. *p<0.05 entre les échantillons traités au 

MTX et Col+MTX et entre ceux traités à la Vinc et Col+ Vinc. 
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Figure S2 : L’effet protecteur du collagène de type I contre l’apoptose 
induite par la doxorubicine est indépendant de la voie p38 MAPK 

 

 
Les cellules HSB2 ont été transfectées avec des séquences siRNA spécifiques de la kinase 

p38MAPK  ou avec un siRNA contrôle en utilisant la méthode du nucleofecteur d’Amaxa. 

Après transfection, les cellules ont été incubées pendant 24 h dans un milieu RPMI 

supplémenté avec 10% de sérum bovin foetal. (A) Les cellules transfectées avec les siRNA 

p38 ou siRNA contrôle, ont été incubées avec le collagène (Col) pendant 4 h ensuite les 

niveaux de phosphorylation de p38 ont été mesurés par immunobuvardage en utilisant 

l’anticorps anti-phospho-p38MAPK (clone 28B10). La β-actine a été utilisée comme un 

contrôle de charge. (B) Les cellules transfectées ont été pré-incubées en contact du 

collagène (Col) pendant 4 h ensuite traitées avec la doxorubicine (Dox) pendant 24 h. 

L’apoptose a été évaluée par marquage à l’annexine V-FITC suivie d’une analyse par la 

cytométrie en flux. Les moyennes des valeurs obtenues (±DS) à partir de trois expériences 

indépendantes sont présentées. *p<0.05 entre les échantillons traités avec Dox et Col+Dox 

des cellules transfectées avec siRNA contrôle et entre les échantillons Dox et Col+Dox des 

cellules transfectées avec siRNA p38. Des résultats similaires ont été obtenus avec les 

cellules de la lignée Jurkat E6.1 et par l’utilisation de l’inhibiteur  pharmacologique SB 

203580 de la kinase p38 (20 uM) dans les cellules leucémiques AML des lignées HL-60 et 

U937. 
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Figure S3 : Le collagène inhibe l’activation de JNK induite par la 
doxorubicine et cet effet n’est pas altéré par l’inhibition de l’expression 

du transporteur ABCC1 
 

 

Les cellules Jurkat  ont été transfectées avec des séquences siRNA spécifiques du 

transporteur ABCC1 ou avec un siRNA contrôle en utilisant la méthode du nucleofecteur 

d’Amaxa. Après transfection, les cellules ont été incubées pendant 24 h dans un milieu 

RPMI supplémenté avec 10% sérum bovin foetal. (A)  L’inhibition de l’expression du 

transporteur ABCC1 a été vérifiée par immunobuvardage en utilisant l’anticorps anti-

ABCC1 (clone QCRL-1).  La β-actine a été utilisée comme contrôle de charge. (B)  Les 

cellules transfectées avec les siRNA ABCC1 ou siRNA contrôle, ont été incubées en 

contact du collagène (Col) pendant 4 h ensuite avec la doxorubicine pendant 8h. Les 

niveaux de phosphorylation de la JNK1/2 ont été déterminés par immunobuvardage en 

utilisant des anticorps anti-phospho-JNK1/2 (clone G9). La β-actine a  été utilisée  comme 

contrôle de charge.  
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