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> La kinase IKKE, membre atypique de la famille
des kinases IKK, a récemment été reconnue
comme étant un oncogeéne majeur surexprimé
dans une large proportion de cancers du sein.
Outre son r6le dans la régulation du facteur de
transcription NF-KB, dont I’action dans le déve-
loppement du cancer du sein est largement éta-
blie, IKKE participe a la phosphorylation de divers
substrats. L'identification de certains de ces
substrats a permis de trouver des voies oncogé-
niques qui pourraient constituer des cibles thé-
rapeutiques. De plus, IKKE semble jouer un role
dans la résistance au tamoxiféne. Ces nouvelles
données ouvrent des perspectives prometteuses
en vue de la mise au point de thérapies ciblant
IKKE dans les cancers du sein. <

Le cancer du sein est une cause majeure de mortalité
chez la femme. L'apparition et la progression des car-
cinomes mammaires sont des processus multi-étapes
dans lesquels entre en jeu une dérégulation génétique
des mécanismes de survie et de prolifération cellulai-
res. La complexité et I’hétérogénéité biologiques des
cancers du sein compliquent le repérage de genes et
de voies de signalisation susceptibles de servir de bio-
marqueurs diagnostiques et de supports aux stratégies
thérapeutiques.

Une activation aberrante de la voie de signalisation
conduisant a I'activation du facteur de transcription
nuclear factor (NF)-KB intervient a différentes étapes
du développement du cancer du sein : la prolifération,
I’invasion, I"angiogeneése, I'inhibition de I’apoptose et
le processus métastasique [1]. Les membres fonda-
teurs de la famille des kinases 1B kinase (IKK) sont
les kinases IKKoL et IKKP, dont le réle central dans la
régulation du facteur NF-KB a été largement décrit
[2]. Cette famille de kinases a par la suite été élar-
gie pour inclure les kinases IKKe/IKKi et TANK binding
kinase 1 (TBK1)/NF-KB-activated kinase (NAK), qui
jouent un rdle important dans la régulation des voies
de signalisation qui contr6lent notamment I'immunité
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nése associée au cancer du sein, ainsi que dans le développement de
résistances au traitement par le tamoxiféne. Ces nouvelles données
ouvrent des perspectives prometteuses susceptibles de conduire a
des thérapies ciblant IKKE et, de Ia, a de nouveaux traitements des
cancers du sein.

IKKE, un membre de la famille des kinases IKK

La kinase IKKe a initialement été caractérisée par hybridation sous-
tractive dans les macrophages de souris stimulés ou non par le lipo-
polysaccharide (LPS) [4]. Son expression est stimulée par le LPS. Par
la suite, une étude in silico par alignement de séquences a démontré
I’lhomologie d’IKKe avec les kinases IKKa et IKKP [5]. Tout comme les
autres membres de la famille des IKK, IKKe présente un domaine Ser/
Thr kinase a I’extrémité amino-terminale, qui lui confére sa fonction
de phosphorylation des substrats, ainsi qu’un motif amphipathique
leucine-zipper like et un domaine carboxy-terminal de type hélice-
boucle-hélice dont les fonctions dans son interaction avec des subs-
trats ou des régulateurs n’ont pas encore été déterminées (Figure 1).
Cependant, les propriétés enzymatiques d’IKKe different de celles des
autres IKK, son plus proche homologue étant TBK1 [6].

Alors que les génes codant pour les kinases IKKoL, IKKP et TBK1 sont, &
notre connaissance, exprimés de maniere constitutive et ubiquitaire,
le géne codant pour IKKg, IKBKE, se singularise par une expression
dépendante du type cellulaire. /KBKE est constitutivement exprimé
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dans des organes et cellules du systeme immunitaire comme le pan-
créas, le thymus, la rate et les leucocytes du sang périphérique [4,
ﬂ]. €n revanche, de nombreuses données ont démontré que, dans les
autres types cellulaires, "expression de /KBKE est déclenchée par des
stimulus et des cytokines pro-inflammatoires comme le LPS, le phor-
bol myristate acétate (PMA) et le facteur de nécrose tumorale alpha
(TNFoL) [4, 5, 7-9]. Les mécanismes de la régulation transcriptionelle
d’IKBKE sont encore peu connus, mais son induction par le TNFOU et
Pinterleukine 13 met en jeu la liaison de la sous-unité p65 de NF-kB
sur les sites KB présents dans le promoteur d’/KBKE [10].

Trés récemment, les travaux du groupe de L. C. Cantley ont permis de
caractériser un motif optimal, X-X-X-Y/F/P/M-X-pS-L/I/M/F-X-Y/W/
F-X, de phosphorylation par IKKE. €n utilisant ce motif par une tech-
nique bio-informatique, plusieurs substrats potentiels d’IKKE ont été
identifiés [11]. €n revanche, pour d’autres substrats d’IKKe, comme
IKBOt ou le récepteur de I’cestrogéne oL (ERCL), les sites contenus dans
les séquences ciblées par la kinase ne correspondent pas a ce motif [E,
12], suggérant que ce motif linéaire caractérisé in vitro ne refléte pas
totalement la sélectivité d’IKKe qui semble étre moins forte in vivo.

IKKE régule I’activité de plusieurs facteurs de transcription

Le rdle des kinases IKKoL et IKKB dans les voies dites canonique et
non canonique d’activation du facteur NF-KB a été largement étudié
et décrit dans de nombreuses études [2, 34]. La famille des facteurs
NF-KB est composée des sous-unités de NF-kB, NF-kB1 (p50), NF-kB2
(p52), RelA (p65), RelB et cRel, les sous-unités p50 et p52 étant pro-
duites par protéolyse respectivement des précurseurs p105 et p100 par
le protéasome. Brievement, en I’absence de signaux spécifiques, les
sous-unités de NF-kB sont séquestrées sous forme de dimeéres dans le
cytoplasme par leur association avec les inhibiteurs de la famille IkKB
(B, 1kBp, IkBg, pl00, pl05, BCL3, IkBE, et IkBNS). Il est important
de noter que les sous-unités pl05 et pl00 agissent comme inhibi-
teurs avant d’étre protéolysées et de former les sous-unités actives
p50 et p52. La voie canonique, engagée par de multiples stimulus
incluant les cytokines pro-inflammatoires, les produits microbiens
et le stress, se caractérise par I’activation du complexe kinase IKK,
constitué des kinases IKKoL et IKKP et de la sous-unité régulatrice
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Figure 1. Structure-fonction d’IKKe. La struc-
ture globale d’IKKE est similaire a celle de TBKI,
IKKoL et IKKP avec un domaine kinase en amino-
terminal et un motif leucine-zipper (LZ), et un
motif hélice-boucle-hélice (HBH) en carboxy-
terminal. Le domaine kinase d’IKKE possede des
degrés variables avec les autres membres de la
famille IKK, ce qui définit sa spécificité par rap-

716 port @ la séquence cible optimale.

IKKY/NEMO qui phosphoryle kBl sur les

résidus Ser32 et Ser36 provoquant ainsi
son ubiquitination et sa dégradation par le protéasome
[@]. La voie non canonique est activée spécifique-
ment par des membres de la famille des TNF incluant le
CD40L, la lymphotoxine-0o/f, le facteur d’activation des
lymphocytes B (BAFF), I'inducteur d’apoptose TWEAK
(TNF-related weak inducer of apoptosis), ainsi que le
ligand RANKL (Receptor activator for nuclear factor K B
ligand). Cette voie fonctionne indépendamment d’IKK[
et IKKY, mais met en jeu I'activation de la kinase IKKo
qui phosphoryle le précurseur pl00 qui sera partielle-
ment dégradé par le protéasome pour former la sous-
unité p52. La dégradation des IKB permet Iexposition
d’une séquence de localisation nucléaire (NLS) des
sous-unités NF-KB entrainant leur accumulation dans
le noyau, ainsi que la liaison a I’ADN d’une séquence
consensus présente dans le promoteur des génes cibles
et leur transactivation [2, 13].
Contrairement a IKKot et 3, le réle d’IKKe dans la
régulation de la voie canonique reste énigmatique
(Tableau |). Les premieres études, majoritairement
réalisées dans des conditions de surexpression, suggé-
raient un réle majeur d’IKKe dans I’activation de NF-KB
et de ses génes cibles [4, 5], mais les études ultérieures
réalisées sur des souris déficientes en IKKE n’ont pas
confirmé cette hypothése [14, 15]. De nombreuses étu-
des continuent pourtant de suggérer qu’IKKE intervient
dans I'activation de NF-KB. Bien que son réle dans la
voie canonique soit controversé compte tenu qu’lKKe
ne phosphoryle que la Ser36 d’IKB0, certaines études
démontrent qu'une ablation d’IKKe inhibe la dégrada-
tion d’lkBat [5, 16, 17]. D’autre part, IKKE phosphoryle
la protéine adaptatrice TRAF family member-associated
NF-xB activator (TANK), conduisant a la libération de
’ubiquitine ligase TRAF2 et a 'activation du complexe
IKKat/B/y [18]. Il est dorénavant accepté que les
modifications post-traductionnelles des sous-unités
NF-KB jouent un role prépondérant dans leur activa-
tion. Les principales modifications post-traductionnel-
les sont la phosphorylation, I'acétylation, I’oxydation



Substrat Site cible

Cascade d’activation de NF-xB

Stimulus / type cellulaire

Fonction

Dissociation de TRAF2
Activation de NF-xB

PMA, stimulation du TCR/cellules T ND

Stimule "accumulation nucléaire

Stimule I’activité transactivatrice

TANK ND Expression ectopique
IKBo Ser3é
PMA + ionomycine /cellules T
p65 Serd68 ) .
TNF/fibroblastes murins
p65 Ser536 Constitutive/cellules cancéreuses

ND - dans le domaine

cRel Expression ectopique

de transactivation.

Cytokines pro-inflammatoires ;

Dissociation du complexe cRel/IKBot
Localisation nucléaire de cRel

Inflammation

Déplacement de I’inhibiteur NCoR

Activation de la réponse interféron

Activation de la réponse interféron

c-jun ND LPS/synoviocytes

ND LPS
STAT1 Ser708, Ser744, Ser747 Infection par VSV/fibroblastes murins
Famille IRF
IRF-3 Ser396, Ser402 Infections virales/multiples types cellulaires
IRF-7 Serd77, Serd79 Infections virales/multiples types cellulaires

Activation de la réponse interféron

Tableau I. Liste des substrats d’IKK€ caractérisés en dehors du contexte du cancer du sein. ND : non déterminé.

et I'ubiquitination. Ces modifications permettent non seulement une
régulation fine de I'activation des dimeres NF-KB en aval des voies
canoniques et non canoniques, mais également une activation alter-
native des sous-unités pé5 et cRel. IKKE phosphoryle p65 sur les Ser468
et Ser536, deux phosphorylations qui contrdlent respectivement
’accumulation nucléaire et la capacité transactivatrice [19, 20]. La
phosphorylation de la sous-unité cRel par IKKE conduit a une disso-
ciation du complexe cRel/IkBat, indépendamment de la dégradation
d’IkBa. Cette dissociation, qui résulte probablement d’un changement
de conformation, permet I’exposition du NLS (nuclear localization
sequence) et I’accumulation nucléaire de cRel [21].

Si le role joué par IKKe dans la régulation de la voie de signalisation
conduisant a I’activation de NF-KB n’est pas encore totalement élu-
cidé, sa fonction dans la régulation d’autres facteurs de transcription
est quant & elle mieux caractérisée (Tableau |). IKKE joue ainsi un réle
majeur dans I'immunité innée médiée par les interférons (IFN). IKKe,
tout comme son homologue TBK1, est responsable de la phosphoryla-
tion des facteurs de transcription IRF-3 (interferon responsive factor)
et IRF-7 qui exercent un rdle-clé dans la transcription des genes
codant pour les IFN de types | et 11l [22, 23]. Les IFN agissent de fagon
autocrine et paracrine sur les cellules pour activer le complexe ISGF3
(STAT1/STAT2/IRF-9) qui orchestre I’expression de multiples génes
dont les produits régulent notamment la traduction, "apoptose et la
prolifération cellulaire. U'expression d’IKKE est amplifiée par les IFN.
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De plus, IKKE contribue a 'activation du facteur ISGF3
via la phosphorylation de STAT1 [8]. Dans le contexte
inflammatoire, IKKE phosphoryle et active également
c-jun en réponse aux cytokines pro-inflammatoires et
au LPS dans les synoviocytes humains [9]. La phospho-
rylation de c-jun par IKKE est également requise dans
le déplacement de 'inhibiteur de transcription NCoR en
réponse au LPS [24].

IKKE : un nouvel oncogéne majeur
du cancer du sein

Arguments pour I'implication de IKKe

dans les cancers

A Pinstar d’IKKot et IKKPB, dont le rdle dans différents
cancers a été largement décrit, des études récentes
ont mis en lumiére une surexpression d’IKKe dans
divers cancers, notamment les cancers de la prostate,
des ovaires et du sein [16, 17, 19, 25, 26]. Dés 2005,
le groupe de G. E. Sonensheim a mis en évidence une
expression et une activité aberrantes d’IKKe dans des
tumeurs primaires et diverses lignées humaines de
cancer du sein, ainsi que dans des tumeurs mammaires
de souris provoquées par le 7, 12-dimethylbenzéne(a)
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anthracéne (DMBA) [17]. €n accord avec cette surexpression, une
augmentation du nombre de copies de la région chromosomique 1g32
qui inclut le locus du géne IKBKE a été observée dans plus de 16 % des
49 lignées cellulaires humaines de cancer du sein étudiées et dans
33 % des 30 tumeurs primaires humaines analysées [16]. Cependant,
I’augmentation du nombre de copies de la région 1gq32 n’explique
pas toujours la surexpression d’IKKe, tant au niveau de I’ARNm que
de la protéine puisqu’une surexpression d’IKKE est observée dans un
nombre significatif de lignées et d’échantillons tumoraux humains en
I’absence de modification du nombre de copies de la région 132 [16].
Cette observation pourrait s’expliquer par une régulation aberrante de
Iexpression d’IKKE au stade transcriptionnel. €n effet, il a été observé
que la surexpression de la Ser/Thr kinase CK2 dans les cellules de can-
cer du sein est essentielle pour I’expression d’IKKe selon un mécanisme
qui n’est pas encore élucidé [17].

Les premieres données démontrant un rdle d’IKKe dans le développe-
ment du cancer du sein ont révélé que sa suppression réduit la capa-
cité des cellules de cancer du sein a croftre dans un milieu soft-agar
- un phénotype caractéristique des cellules malignes - ainsi que leur
capacité a former des colonies invasives lorsqu’elles sont cultivées
sur Matrigel [17]. Par la suite, le role d’IKKe a été clairement établi
dans une étude tres élégante intégrant un criblage d’une banque de
256 kinases actives dans un systeme de transformation cellulaire
dépendant de H-RAS, ainsi qu’un criblage utilisant une banque de
6 144 shARN ciblant 1 200 génes, dont 93 % du kinome! humain. Cette
étude a permis de démontrer que la surexpression d’|KKe déclenche,
en coopération avec la voie de signalisation dépendante de la kinase
MEK, la transformation de cellules humaines en aval de la voie de
signalisation Ras-PI3K-Akt, et que la suppression d’IKKe dans les
lignées de cancer du sein présentant une augmentation du nombre de
copies provoque la mort cellulaire [16].

Des expériences de suppression d’expression et d’inhibition de 'ac-
tivité kinase au moyen de I'expression d’un mutant dominant négatif
ont permis d’attester le réle d’IKKe dans la régulation de I"expression
de genes codant pour des facteurs contribuant a la survie et @ la pro-
lifération cellulaire. Il s’agit des genes cibles suivants : le gene CCND1
codant pour la cycline D1 essentielle dans la transition G1/S du cycle
cellulaire [17], le géne codant pour la métalloprotéinase-9 (MMP-9)
importante dans I’angiogenése, ainsi que le géne codant pour le fac-
teur anti-apoptotique Bcl-2 [16].

Phosphorylation de facteurs de transcription

d’une voie IKKE/NF-KB et oncogenése

Le réle-clé d’IKKe dans la phosphorylation des facteurs de trans-
cription IRF-3/7 et STATI1 suggere que ces voies exercent un réle dans
I’oncogenése médiée par IKKE. Cependant, la phosphorylation d’IRF-3
n’a pas été détectée dans les différentes lignées de cancer du sein qui
surexpriment IKKE, ce qui semble écarter toute action d’IRF-3 [16].
Uactivation d’IRF-7 et de STATL n’a, @ notre connaissance, pas été
étudiée dans ce contexte. NF-KB joue un réle dans diverses étapes

! Ensemble des genes qui contrdlent toutes les kinases humaines.
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du développement du cancer du sein, mais la fonction
spécifique des différentes sous-unités reste peu connue
[EI]. Il est particulierement intéressant de noter que
’accumulation dans le noyau de la sous-unité cRel de
NF-KB est une caractéristique des cellules de cancer du
sein lors de la transformation de glandes mammaires
de souris [27, 28]. J.S. Boehm et collaborateurs ont
démontré que la localisation nucléaire de cRel correle
positivement avec le niveau d’expression d’IKKe dans
les tumeurs primaires [16]. Cette corrélation suggére
que la surexpression d’IKKE pourrait entrainer la loca-
lisation nucléaire de cRel via la voie alternative indé-
pendante de la dégradation d’IKBOl qui met en jeu la
phosphorylation directe de cRel [21]. D’autre part, la
phosphorylation de p65 sur la Ser536 par IKKe contribue
a la prolifération cellulaire comme cela a été démontré
dans des cellules Hela, ce qui suggére que cette voie
pourrait jouer un role dans la prolifération des cellules
de cancer du sein [19]. De plus, lors d’expériences de
suppression d’IKKe dans des cellules de cancer du sein,
une incidence sur 'activité du promoteur de RelB a été
observée [17]. Bien que I’ensemble de ces données
suggere une fonction d’une voie IKKE/NF-KB, le rdle de
la phosphorylation de facteurs de transcription par IKKE
dans la prolifération des cellules de cancer du sein reste
encore incertain.

Phosphorylation de CYLD par IKKE et oncogenése

€n dehors des facteurs de transcription, IKKE phosphoryle
d’autres catégories de protéines qui ont des fonctions
majeures dans le développement du cancer du sein. A cet
égard, le groupe de L. C. Cantley a déterminé que la dé-
ubiquitinase cylindromatosis tumour suppressor (CYLD),
un suppresseur de tumeur, est un substrat d’IKKE (voir
M. Bonnet et G. Courtois, ce numéro [36]). La phospho-
rylation de CYLD sur la Ser418 par IKKE inhibe son activité
déubiquitinase, ce qui facilite la transformation des cel-
lules par IKKe [11] (Figure 2). Cependant, I’abrogation de
cette phosphorylation par I’expression d’'un mutant non
phosphorylable de CYLD n’inhibe pas totalement la capa-
cité d’IKKe a transformer les cellules. Ceci suggere que
CYLD n’est pas le seul substrat d’IKKE exercant un role
dans la transformation. D’autre part, les cibles de CYLD
dans la voie d’oncogenese dépendante d’IKKE restent a
déterminer. Il est toutefois intéressant de noter que CYLD
agit comme répresseur des voies de signalisation condui-
sant a I'activation de NF-xB en inhibant différentes
cibles moléculaires, en particulier les ubiquitines ligases
TRAF2 et TRAF6, la sous-unité IKKy ou le facteur Bcl-3
[29]. Le rdle de CYLD dans la régulation de NF-KB semble
pertinent dans le contexte du cancer du sein puisqu’il
a été observé que la phosphorylation de CYLD sur la
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déubiquitinase CYLD sont des substrats d’IKKE dans les carcinomes mammaires. Dans les cellules EROL, la

phosphorylation d’€R0L active sa capacité transactivatrice, notamment dans la régulation du gene CCNDI,
mais est également en cause dans I'instauration d’une résistance au traitement par le tamoxifene. D’autre
part, IKKe phosphoryle CYLD, qui agit classiquement comme suppresseur de tumeur, pour la rendre inactive. Les
conséquences directes de I'inactivation de CYLD sont peu caractérisées mais favorisent néanmoins "activation
de NF-kB. Ces voies contribuent a accroitre la capacité d’IKKE a susciter la prolifération et la survie des cellules
mammaires. Les genes CCNDI, Bcl-2 et MMP-9 sont dépendants de 'activation d’IKKE. D’autres substrats d’IKKe

qui restent a découvrir participent certainement a ces régulations.

Ser418 déclenche une augmentation de I'activité de NF-xB [11]. Il est
particulierement intéressant de noter que I’ablation de I’expression de
CYLD provoque une activation constitutive d’IKKE dans les cellules den-
dritiques et dans des fibroblastes embryonnaires humains [30]. Bien que
cette relation fonctionnelle n’ait pas été démontrée dans le contexte de
cellules de cancer du sein, il est tentant de penser que I'inhibition de
I’activation de CYLD via la phosphorylation par IKKE exerce un réle de
feed-back en amplifiant I'activation constitutive de IKKE.

Les cancers du sein exprimant EROL (ERQL’) représentent 70 % des
tumeurs [31]. Aucune corrélation n’a été observée entre la surex-
pression d’IKKE et I"expression d’€RQL, mais IKKE active les fonctions
de transactivation d’€Ra via la phosphorylation directe de la Serl67
déclenchant ainsi "expression du géne CCNDI [12]. IKKe est également
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par ’équipe de J.Q0. Cheng
étayent non seulement
cette hypothése, mais
suggeérent aussi forte-
ment que idée de cibler
IKKe pourrait améliorer
les thérapies actuelles
[12]. €n effet, les cancers
du sein ERO" présentent
un meilleur pronostic que les tumeurs ERa” du fait de
leur sensibilité a des molécules anti-cestrogéniques,
comme le tamoxiféne, ou des molécules ayant pour
effet de diminuer le taux d’cestrogénes, comme le
letrozole, Ianastrozole ou I’exemestane. Le tamoxi-
fene est prépondérant dans ’arsenal actuel contre le
cancer du sein, cependant certaines tumeurs déve-
lopppent une résistance a ce composé. Dans certains
cas, cette résistance est associée a la phospho-
rylation d’ER0L par diverses kinases [31] et il a été
démontré que la phosphorylation de la Serl67 d’€Rat
par IKKE participe a la résistance au tamoxiféne. €n
effet, I'interférence avec expression d’IKKe rend les
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cellules de cancer du sein plus sensibles a la mort cellulaire provo-
quée par le tamoxiféne. En revanche, I’expression ectopique d’IKKe
protége les cellules de cet effet [12]. Ces résultats renforcent
I’intérét de mettre au point des inhibiteurs spécifiques d’IKKe, non
seulement afin de pouvoir compter sur de nouvelles thérapies, mais
également pour prévenir I'instauration de résistance au tamoxi-
fene. L'activation constitutive et le rdle prépondérant de NF-kB
dans la cancérogenése (prolifération, invasion, angiogenése, inhi-
bition de I"apoptose et phénomene métastasique) expliquent les
nombreuses recherches visant a produire des inhibiteurs pharma-
cologiques de ses voies d’activation [32]. Cependant, la majorité
des inhibiteurs actuellement en phase clinique visent IKKp et, pour
certains, IKKot [32]. Une premiére molécule, le BX795, a été recon-
nue comme un inhibiteur d’IKKe et de TBK1. Cependant, sa spécifi-
cité reste limitée [33]. Au vu des données rapportées ces récentes
années, il semble important qu’un effort majeur soit fait pour met-
tre au point de petites molécules inhibitrices qui aient pour cible
exclusive IKKE. Ces molécules pourraient notamment étre utilisées
en association avec les traitements de chimiothérapie utilisant le
tamoxiféne afin de limiter les perspectives de résistances. ¢

SUMMARY

The IKKE kinase in breast cancer: from oncogenesis to treatment
resistance

The IKKe kinase, an atypical member of the IKK family of kinases, was
recently identified as an oncogene overexpressed in over 30% of breast
cancers. Besides its role in the regulation of the NF-KB transcription
factor, which is well recognized for its implication in the development
of breast cancers, IKKE was shown to phosphorylate numerous targets.
Analysis of the phosphorylation of some of these substrates in the
context of breast cancer highlighted new oncogenic signaling pathways
that constitute potential targets for new therapies. Interestingly, IKKE
is involved in the development of resistance to Tamoxiféne. Thus, IKKE
is a promising therapeutic target for newly developed breast cancer
treatment. ¢
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