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La prolifération cellulaire est un mécanisme éamient contrdlé qui répond a des besoins
particuliers de I'organisme. Chez l'adulte, la saisce de nouvelles cellules et la mort d’autres
cellules se compensent selon un état stationngmandique. Certaines cellules se renouvellent
rapidement alors que d’autres ne survivent quequesl jours avant d'étre remplacées. Les
cellules du foie sont pratiguement immortelles @logque les cellules nerveuses sont
progressivement détruites. Lorsque le contrbleadprolifération cellulaire est altéré et que cette
prolifération incontrélée se transmet aux cellufdkes, il apparait alors plusieurs cellules
immortelles qui finissent par former une tumeurs E¥énements génétiques et physiologiques qui
font perdre a la cellule la maitrise de son cytlgue amorcent la prolifération anarchique de la
cellule sont donc trés étudiés. La principale cadsecette prolifération incontrélée est la
transformation de proto-oncogenes en oncogenes.

L’apoptose ou mort cellulaire programmée est urcgseus physiologique par lequel des
cellules surnuméraires ou dysfonctionnelles sommnigéées de l'organisme. Elle est donc
nécessaire au développement et au maintien du dactidnnement de tout organisme vivant
puisqu’elle joue un réle important dans I'embryoges dans les changements morphologiques,
dans I'homéostasie cellulaire, dans I'atrophie,sd@nsysteme immunitaire, dans la réparation des
tissus mais aussi dans la régression des tumewtheMeusement, le déreglement de la mort
cellulaire par apoptose (défaut d’induction ou eyoest impliqué dans la physiopathologie de
nombreuses maladies (cancers, maladies neurodégeesy SIDA). La prolifération aberrante
des cellules lors de la carcinogénese peut égateéisn le résultat d’'un déréglement dans le
contr6le du cycle cellulaire. En effet, les celtujgeuvent se dupliquer en générant des aberrations

génetiques causeées par une déficience du systénmttéle du cycle cellulaire.

L'utilisation de cellules en culture a permis deemx comprendre le fonctionnement des
cellules cancéreuses. En effet, il est posdibleitro d’étudier I'effet d’agents cancérigenes, les
conditions de prolifération des cellules cancérsuge encore d’induire une inhibition de la
prolifération des cellules. En effet, la recherehd’étude de nouvelles molécules thérapeutiques
capables d’arréter la prolifération de cellulescgmauses sont parmi les principaux buts de la
recherche fondamentale en cancérologie. Ces mekequi'elles soient naturelles ou synthétiques
sont généralement sélectionnées pour leurs effeipilifératifs sur des lignées cancéreuses en
culture. L’action de telles substances sur desileslicancéreuses peut résulter d’'un blocage du

cycle cellulaire ou encore de l'induction de I'apuge.

La diosgénine, 'hécogénine et la tigogénine s@% stéroides de structure voisine extraits

de différents végétaux. Ces molécules sont degriydus étudiées dans le domaine biologique en
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raison de leur diversité structurale, de leursvdés biologiques et de leur faible toxicité.
L’objectif de notre étude est de montrer les eftaii-prolifératifs de ces stéroides végétaux sur

différentes lignées cancéreuses (ostéosarcomagaecgrcinome et mélanome).

Apres une étude bibliographique sur I'apoptose, lssirdifférentes voies d’induction de
'apoptose ainsi que sur le cycle cellulaire et smmtrole, nous aborderons le role de la
cyclooxygénase-2 dans I'organisme et surtout dessdncers. De plus, nous décrirons brievement

les stéroides végeétaux que nous avons étudiés.

Nous avons réalisé une premiere étude qui compeareffets de stéroides végétaux de
structure proche (diosgénine, hécogénine, tigog@nsur la prolifération des cellules 1547
d’ostéosarcome humain. Une deuxiéme étude est ad@esaux effets de la diosgénine sur la
prolifération de deux autres types de cellules ésuses : laryngocarcinome humain (HEp-2) et
mélanome humain (M4Beu).

Apres avoir décrit les matériels et méthodes, rexmserons les résultats obtenus sur la
prolifération, I'activité de la cyclooxygénase-Zpdoptose et le cycle cellulaire des cellules 1547

apres traitement par la diosgénine, I'hécogénire tgogénine.

Apres avoir montré que la diosgénine avait un edifgi-prolifératif plus important que
celui de I'hécogénine et de la tigogénine, nousosgmns les résultats obtenus sur les cellules
HEp-2 et les cellules M4Beu traitées par la diogggn
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|- LApoptose

L’apoptose ou mort cellulaire programmée est urcgseus physiologique par lequel des
cellules surnuméraires ou dysfonctionnelles dispseat de I'organisme.

Les processus de mort cellulaire peuvent étre progrés ou non. Une mort cellulaire non
programmeée est le résultat d’'une exposition deelaule a un produit toxique ou d’'une lésion
primaire de la membrane externe de la cellule. Lartncellulaire survenant pendant le
développement embryonnaire est dite «programméda #is quant a sa survenue dans
'organisme, et quant a son déroulement dans laleel

La mort cellulaire programmée est nécessaire aeldgpement et au maintien du bon
fonctionnement de tout organisme vivant. Depuisnibeu du XIX® siécle, il est connu que la
disparition d’'une cellule résulte d’'une capaci®autodétruire et non de l'incapacité a résister au
agressions externes mais ce n’est que depuis nu@ngente ans que la mort cellulaire est
considérée par les biologistes comme une fonctipartentiere. Le mot «apoptose» a été introduit
en 1972 par Kerr etl. et désigne une séquence d’altérations morpholegiq@@mprenant une
condensation du cytoplasme et du noyau, une fragtiemn de '’ADN, un bourgeonnement de la
membrane plasmique et une perte de I'asymétrie mamalie, notamment I'externalisation de la
phosphatidylsérine membranaire. Ensuite, les rebleersur la mort cellulaire se sont accélérées
grace au travail de Horvitz etl. (1983) sur le développement du némat@benorhabditis
elegans qui a permis d’identifier I'existence d’un progrmne moléculaire permettant aux cellules
de déclencher leur mort. Les travaux sur l'apoptesesont étendus a ’homme et ont mis en
evidence I'existence de deux voies principalesdiigtion de I'apoptose : la voie intrinséque (ou

mitochondriale) et la voie extrinseque (ou despémas de mort).

1. Approches génétiques de la mort cellulaire @ognée

Au cours du développement @ elegans131 cellules sur 1090 meurent au cours d’un
processus faisant intervenir quatre protéines clisgune correspondant maintenant a une famille
de génes chez les mammiféres. Horvitale(1983) ont mis en évidence dans cet organisme des
mutations pouvant prévenir la mort cellulaire. Dales principaux genes mutés ont été nommes
ced-3et ced-4(Horvitz etal., 1983). Difféerentes techniques ont permis de détesr queced-3
codait pour une cystéine protéase, dont un homelaetez la souris est la cystéine protd&de

pour «interleukin-@ converting enzyme» (Miura @l., 1993), ce qui a conduit a la description de
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plusieurs membres de la méme famille appelés cespasactivation des caspases est sous le
contrble de la protéine codée par le geed-4chezC. eleganst de son homologue Apaf-1 chez
les mammiferes (Zou ei., 1997). Un autre gene découvert par Horvitale(1983) ested-9qui
code pour une protéine contrdlant la survenue deoid. Cette protéine appartient a la famille Bcl-
2 et interagit avec la protéin@ed-4 protéine pro-apoptotique, empéchant l'activati@Ced-3
protéine exeécutrice. La mort cellulaire est dédhéec quand la protéinEGL-1, protéine pro-
apoptotique, se lie a la protéinged-9 et linactive, libérant ainsiCed-4 qui peut alors

s’oligomériser ave€ed-3et provoquer son auto-activation.

Au début des années 1990, une approche systématdaemort cellulaire a été entreprise
chez la drosophile. White el. (1994) ont démontré que ce processus intervepast du
développement de la drosophile et que les -cellulesrtes présentaient les caracteres
morphologiques d’'une apoptose faisant interversircespases. Plusieurs génes impliqués dans le
contrdle de la mort cellulaire ont été découveraper, hid etgrim (Goyal etal., 2000). Les trois
protéines correspondantes ont une homologie deeaéglen N-terminal. Ce domaine permet leur
association a des protéines inhibitrices de I'apspiu IAP, qui inhibent I'activation des caspases.
Aucun homologue structural deaper, Hid et grim ne sont connus ché&z. elegansou chez les
mammiféres. Cependant, chez les mammiferes la mielé&ppelée Smac/DIABLO (Du ei.,
2000 ; Verhagen etl., 2000) et la sérine protéase Omi/HtrA2 (Martinalgt2002) libérées par la
mitochondrie peuvent se lier aux IAP et semblenejaun réle homologue a celui ceaper, hid et
grim. D’autre part, un homologue du domaine de mort BABIu et Yang, 2000) ont également
été décrits chez la drosophile, ce qui supposastemxce d'une voie de mort relayée par des

récepteurs.

Les cellules de mammiféres expriment plusieurs miembe chacune des quatre familles
de protéines décrites chez. elegans(Ced-4 et EGL-1, protéines pro-apoptotiquesCed-3
protéine exécutrice, €ed9, protéine anti-apoptotique) et ont ainsi élales réseaux complexes
de signalisation conduisant a la mort cellulairéauires types de geénes impliqués dans la mort
cellulaire ont été identifies. C’est le cas de lAFkinase (Deiss edl., 1995), protéine kinase
ayant une spécificité sérine/thréonine comprengategnent une région sous le controle de la
calmoduline et un domaine de mort. Son expres&orbie diminuée dans certaines tumeurs a fort
pouvoir métastatique et elle s’oppose a la transition induite par un oncogéne en activant un
point de contréle du cycle cellulaire controlé pd©®ARF/p53 (Raveh «l., 2001). De plus, la
DAP-kinase, par son domaine de mort, est nécessdarenort cellulaire induite par les récepteurs

Fas ou TNF-R1 («TNF receptor 1»), ainsi qu'a la thmaduite par TGB («transforming growth
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factor»). Dans tous les cas, son activité s’exerce emades événements mitochondriaux.

2. Roles physiologiques de I'apoptose

L’apoptose (ou mort cellulaire programmée) jouerdlie important dans I'embryogénése,
dans les changements morphologiques, dans I'hoamestellulaire, dans l'atrophie et la
réparation des tissus et dans la régression desursm

En effet, au cours du développement animal, de nemsles structures sont formées mais
sont ensuite détruites par apoptose. C’est le easwdal de Muller qui est détruit chez les hommes,
du canal de Wolff, a l'origine de I'appareil repradleur male, qui est détruit chez la femme. Il en
est de méme pour les tubules pronéphriques utiiaéses poissons et les amphibiens qui ne sont
pas utiles chez les mammiféres ainsi que pour &lslles présentes au niveau des espaces
interdigitaux.

Dans le systeme immunitaire, I'apoptose joue ure rétucial dans la sélection des
lymphocytes T (délétion des lymphocytes T et B dantmuns) et dans la suppression des cellules
T lors de la derniere phase de la réponse immugitai

De plus, au cours du développement du systéeme unepantral chez les vertébrés, environ
50% des neurones dégénérent au cours de la péinieatale. Ce phénoméne est en partie
contr6lé par des facteurs trophiques spécifiquasurvie des neurones dépendrait de leur capacité
d’accéder a une quantité suffisante de facteursotr@phiques (Raff edl., 1993).

3. Aspects pathologiques de I'apoptose

Le déreglement de la mort cellulaire par apoptasengpliqué dans la physiopathologie de
nombreuses maladies. L’'apparition de cellules tatesr ou la persistance de clones
lymphocytaires auto-réactifs (maladies auto-immyrmesivent étre la conséquence d’'un défaut
dans le processus de mort. Au contraire, une maessive des cellules neuronales est observée
dans certaines maladies neuro-dégénératives corrangoltrophie spinale et la chorée de
Huntington. Le méme phénomene est a l'origine deaicees pathologies provoquées par des
infections virales comme le SIDA (syndrome d'immdéficience acquise) dans lequel le VIH
(virus de 'immunodéficience humaine) induit I'apiope des cellules lymphocytaires T auxiliaires
nécessaires pour activer les lymphocytes T cytqtes (Saikumar etl., 1999). Le déréglement
de l'apoptose est souvent la conséquence de mmaatiéréditaires ou acquises de genes qui

participent a I'apoptose ou qui activent ce progsss
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3. 1. Les mutations germinales

Les mutations germinales sont le plus souvent resgwes d’affections
lymphoprolifératives et neurodégénératives. Cesatiarts touchent plus fréequemment les voies de
signalisation en aval des récepteurs de mort queiteamitochondriale de I'apoptose. Un exemple
de pathologie liée a une ou plusieurs altératiodrsétigues de la voie Fas (CD95)/Fas-L est le
syndrome de Canale-Smith encore appelé syndroneeirautun lymphoprolifératif (Wu etl.,
1996). L'amyotrophie spinale, maladie neuro-dégétné, est due a des mutations au niveau de
genes codant pour les protéines SMN («survival moguron») et NAIP («neuronal apoptosis
inhibitory protein»). La protéine SMN interagit dale cytoplasme avec la protéine Bcl-2 dont elle
renforce I'activité anti-apoptotique, propriété qst perdue chez les sujets malades (Burghes et
al., 2001). Dans le noyau, SMN joue un rble essentils la transcription et la maturation des
ARNm. D’autre part, la protéine NAIP fait partie de famille des IAPs, capables d’inhiber

I'activité des caspases (Verhageralet2001).

3. 2. Les mutations somatiques

Les mutations somatiques contribuent en général turhorigénése ou a la progression
tumorale. Il peut s’agir d'une altération de la w&gce d'un géne ou de modifications
épigénétiques ou post-traductionnelles. L'expressioormale d’'une ou de plusieurs protéines
induit une résistance a l'apoptose. Les protéireees par ces genes ont des fonctions variées
comme la détection de dommages cellulaires (p&E3)ohtréle de I'activité mitochondriale de
'apoptose (Bcl-2, Bax, Bak) ou le controle de t@evpost-mitochondriale (molécule adaptatrice
Apaf-1, caspases, protéines IAP).

p53 est une protéine nucléaire essentielle au@endu cycle cellulaire, de la réparation de
'ADN et de I'apoptose induite par divers stresfiutaires (hypoxie, expression anormale d’un
oncogene et altérations de 'ADN). Le géne p53nesté dans la moitié des tumeurs humaines
(Vousden, 2000). Plusieurs génes sont régulésagaotéine p53, c’est le cas du géne codant pour
la protéine p21 qui, une fois activée, arréte lagpession du cycle cellulaire en phase G
favorisant ainsi la réparation de 'ADN (el-Deiry a&l., 1993). D’autres génes impliqués dans
'apoptose sont régulés par la protéine p53 : kxseg PIG ou «p53 inducible genes», les génes
codant pour les protéines Bax, Apaf-1 ou les réaaptde mort Fas et DR5.

Bax est une protéine pro-apoptotique, membre dfadalle Bcl-2, dont I'expression est trés

souvent inhibée notamment dans les cancers caopectes protéines de cette famille contrélent
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le relargage de protéines pro-apoptotiques de d@spntermembranaire mitochondrial vers le
cytosol, une étape-clé de la voie mitochondriald afgptose. Lorsque p53 est mutée, le gene de
la protéine Bax ne peut étre transcrit et la vaesignalisation conduisant a la mort est, au moins
en partie, interrompue. Il en est de méme si pb3oextionnelle mais si le géne Bax est muté
(Jones, 2001).

La surexpression de protéines anti-apoptotiquesnmnBcl-2 peut également entrainer un
déreglement de la voie de signalisation apoptotigdiautres types de mutations somatiques
peuvent se produire, c’est le cas des mutationsédepteurs de mort comme Fas, TRAIL, DR4 ou
DR5, ces trois derniers ayant été identifiés daes ahncers du sein métastatiques (Shial.gt
2001). Ces mutations pourraient contribuer au d@pEment des tumeurs en favorisant
'échappement des cellules malignes aux cellulesydteme immunitaire (Rozenfeld-Granot et
al., 2001).

Des modifications épigénétiques participent égategraa développement des cancers humains. En
effet, 'hnyperméthylation de la région promotrice dertains genes favorise le recrutement d’'une
histone déacétylase, qui inhibe alors leur expoessT’'est le cas du géne de la caspase-8 qui, une
fois méthylé, confere aux cellules une résistantapaptose induite par la voie des récepteurs de
mort. De la méme facgon, le gene codant pour ApaéE’exprime plus lorsqu’il est méthylé. Par
conséquent, l'interaction entre Apaf-1 et la casgasie peut plus se faire et I'induction de la voie
apoptotiqgue mitochondriale est inhibée ; cette ylation confere alors une résistance des cellules

tumorales aux agents cytotoxiques.

4. Acteurs moléculaires majoritaires de I'apoptose

4.1. Les caspases

Les caspases sont des cystéines protéases poutenenir dans le processus de mort
cellulaire apres stimulation des cellules par diffés facteurs comme des molécules chimiques,
des signaux physico-chimiques (UV, rayons gammajaoprivation en facteurs de croissance.

Elles ont un réle primordial dans l'initiation eamk I'exécution de I'apoptose. Le terme caspase a

été proposé par Alnemri at. (1996), le « C» représente la cystéine du site actif et « aspase
définit la spécificité stricte de clivage des sudiist de cette famille de protéases apres un acide
aspartique.

Une autre protéase connue pour avoir la méme sptiést le Granzyme B, une sérine
protéase contenue dans les granules des cellule@®xigues qui initie la mort par apoptose des

cellules cibles.
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4.1.1. Structure et activation des caspases

La premiére caspase, la caspase-1 ou ICE a étéemiéeidence chez les mammiferes par
homologie avec la protéine pro-apoptotigeel-3identifiee chezZ. elegangMiura etal., 1993) ;

14 caspases différentes ont été mises en évidesge'a présent.

Toutes les caspases ont une structure conservéenétsynthétisées sous forme de
précurseurs inactifs ou zymogenes. Les caspasesa@ustituées d’'un pro-domaine de taille et de
séquence variables localisé dans la partie ammoitiale de la protéine, d'une grande sous-unité
(20 kda) située au milieu de la molécule et d’'uest@ sous-unité (10 kda) localisée dans la partie
carboxy-terminale. Certains membres de la famidle daspases possedent un domaine de liaison
entre la grande et la petite sous-unité. Le doméalrterminal semble jouer un réle dans les
interactions protéines-protéines et donc dans fulaéon de l'activation de ces enzymes
(Thornberry, 1998) (Figure 1).

L’activation des caspases passe par le clivageéqtigue de la forme zymogéene au
niveau de deux sites consensus, permettant de rcteupeo-domaine et de séparer les deux sous-
unités. Les caspases peuvent s’autocliver et acti\aitres caspases ou substrats formant alors
une cascade enzymatique permettant d’amplifier 'gitédrer les signaux pro-apoptotiques
(Thornberry et Lazebnik, 1998 ; Thornberry, 1998)s deux sites consensus different selon les
caspases mais le clivage se fait toujours aprégisan Asp-X (Figure 1). Bien que la grande sous-
unité contienne le domaine catalytique, son aéingcessite la liaison a la petite sous-unité. En
effet, les études par cristallographie révélentlgaecaspases actives sont sous forme de tétrameres
formés par I'association de deux hétérodimérestecamt deux sites catalytigues indépendants
(Wilson etal., 1994). L'activation des caspases est un événeprénbce se produisant au cours
de l'apoptose et l'inhibition de ces caspases s frotéines virales ou par des peptides
spécifigues empéche l'apparition des caractérisigmorphologiques de I'apoptose alors que
'administration de caspases recombinantes danscdbgles induit leur mort par apoptose
(Thornberry etl., 2000).
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Fig. 1 : Activation des caspases (D’aprés Amarante-  Mendes et Green, 1999)
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4.1.2. Les différentes classes de caspases

Toutes les caspases ne sont pas des moléculesieffiedu processus de mort. En effet,
seules les caspases-3, -6, -7 et -14 ayant un@naide court sont directement impliquées dans
'exécution de lI'apoptose alors que les caspase8;29, et -10 a pro-domaines longs sont des
molécules initiatrices ou régulatrices (Figure@gs dernieres fonctionnent comme des molécules
de signalisation, elles sont en effet recrutéesiaau de complexes protéiques par I'intermédiaire
de leur pro-domaine et sont capables par autodictivale transduire le signal et d’activer les
caspases effectrices. Il est désormais connu gueakpases-8 et -10 sont activées par la voie des
récepteurs de mort alors que la caspase-9 esttactsar la voie apoptotigue mitochondriale
(Amarante-Mendes et Green, 1999 ; Gupta, 2003)eChfférence dans le réle des caspases est
lite a la présence de motifs d’interactions pra&®iprotéines, tels que les domaines DED pour
«death effector domain» (caspase-8 et -10) ou CARDr «caspase recruitement domain»
(caspase-1, -2, -4 et -9) au niveau du pro-domé&neeffet, les caspases-8 et -10 contiennent des
DEDs capables de se lier par liaison homophile autdes DEDs présents sur des molécules
adaptatrices. Le domaine CARD contenu dans leslpnoaines des caspases-1, -2, -4 et -9 leur

permet de la méme maniére de s’associer a d’acdsgrEases ou a d’autres molécules adaptatrices.

Certaines caspases comme les caspases-1, -41-5]12let -13 semblent étre des caspases
impliquées dans linflammation probablement en isdot le clivage de cytokines pro-
inflammatoires comme linterleukine-1 et l'interldne-18. La caspase-12 bien gu’elle soit une
caspase inflammatoire a été récemment décrite cdamcespase mediant 'apoptose a partir d’'un

stress au niveau du réticulum endoplasmique (Oyadaatal., 2002).

4.1.3._Principaux substrats des caspases etaquerseées de leur clivage

Plusieurs substrats des caspases ont été idemtifiasn des mécanismes les plus étudiés
est l'activation des nucléases conduisant a lanfeagation de I’ADN. Ces nucléases coupent
’ADN génomique entre les nucléosomes pour géendesrfragments de 180 paires de bases. Ces
nucléases portent le nom de DFF pour facteur dpgrfeatation de '’ADN chez 'lhomme et CAD
pour «caspase activated-DNase» chez la souriss Elestent dans la cellule sous forme de
complexe inactif parce qu’elles sont liees a unesamité inhibitrice. La nucléase DFF40 est
complexée a la protéine inhibitrice DFF45 chez ifimoe et chez la souris CAD est complexée a
ICAD. L’activation de ces endonucléases se prodaitidant I'apoptose par clivage de la sous-

unité inhibitrice par la caspase-3 (Figure 1). Idenucléase ainsi libérée va générer des fragments
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d’ADN de 180 paires de base (Samejimalet 2001). Toutefois, il apparait que dans certaines
formes d’apoptose, cette fragmentation internucié@de de I'ADN soit remplacée par une

fragmentation de haut poids moléculaire (Kaufmarad.e2000).

Certains membres de la famille Bcl-2 peuvent égafdrdtre clivés pour étre activés, c’est
le cas de la protéine Bid clivée par la caspasar® @ertaines conditions (Li &t, 1998 ; Luo et
al., 1998) (Figure 1).

D’autres événements comme le clivage des lamineslgs caspases expliquent la
condensation nucléaire observée au cours de l'apeptBuendia eal., 1999). La perte de la
morphologie cellulaire est probablement la conségeealu clivage de protéines du cytosquelette
comme la fodrine et la gelsoline (Kothakotaakt 1997) et I'apparition de bourgeonnements
membranaires semble étre provoquée par le clivageAK-2 («p2l-activated kinase») au niveau
de la sous-unité régulatrice et au niveau de las-smité catalytique, permettant ainsi son
activation (Rudel et Bokoch, 1997) (Figure 1). R#ésl00 substrats de caspases ont été rapportés

jusqu’alors indiquant la complexité du phénoménendet par apoptose.

Un autre substrat tres étudié est la poly (ADPgs#d)qolymérase ou PARP (Dantzeakt
1999). Cette protéine enzymatique est constituée domaine amino-terminal de liaison a 'ADN
contenant deux motifs en doigts de zinc, un domaem@ral et un domaine carboxy-terminal
catalytigue. Dans des conditions normales, I'enzymaetive réside dans le nucléoplasme et, en
réponse a des lésions sur 'ADN, PARP est recruifle. devient active en se liant a 'ADN et
permet alors la réparation de 'ADN en synthétisgmtiongs polyméres d’ADP-ribose. Elle fait
partie de la superfamille des enzymes utilisanNIED™ (nicotinamide adénine dinucléotide)
comme substrat pour transférer I'ADP-ribose surpledéines « acceptrices ». Contrairement a la
mono (ADP-ribosyl) transférase, la PARP peut géngwemoins 200 unités d’ADP-ribose comme
le font les toxines bactériennes. La PARP semhlerjain réle important au cours de I'apoptose
ainsi qu’au cours de la nécrose. Pendant I'apoptad®ARP est clivée par des protéases telles que
les caspases-3, -7 ou -9, ce qui sépare le dontin@ison a 'ADN du domaine catalytique
(D’Amours etal., 1999) (Figure 1). Le domaine de liaison a 'ADNup par conséquent, en se
fixant sur ’ADN, empécher toute autre réparatibiéanmoins, étant donné que la synthéese d’un
grand nombre d’'unités ADP-ribose nécessite unearonstion importante de NAD I'activité
excessive de PARP peut provoquer une déplétiore dkneicléotide dans la cellule et perturber le
meétabolisme énergétique de la cellule en limitansynthése d’ATP (D’Amours «dl., 1999 ;

Simbulan-Rosenthal el., 1999). Lorsque I'ADN est peu endommagé, la PARRBt péparer



30

I’ADN mais lorsque les Iésions sur 'ADN sont sée®rla PARP est surexprimée et la quantité de
NAD" dans la cellule diminue fortement conduisant danme importante déplétion en énergie
dans la cellule amenant celle-ci a une mort paraséc Récemment quatre nouveaux géenes codant
pour la PARP ont été découverts (Dantzealt1999). La famille PARP est donc constituée de la
protéine PARP-1 (premiere protéine mise en évidemeePARP-2 ayant un réle majoritaire dans
la protection du génome, de PARP-3, de VPARP jouanble dans le transport cellulaire et enfin

de tankyrase jouant un role dans la réplicatiotéthmere.

4.2. Les membres de la famille Bcl-2

4.2.1. Structure

Les membres de la famille Bcl-2 (« B-cell leukeryimphoma 2-like proteins ») sont des
régulateurs de I'apoptose. Cette famille, conteraamiron 15 membres, peut étre divisée en 2
groupes en fonction de leur activité : les protgipessédant une activité anti-apoptotique et les

protéines possédant une activité pro-apoptotique.

Ces deux groupes different par leur structure ngiatre régions sont communes et
conserveées, il s'agit des domaines BH pour « Bleb@ology ». Les régions BH1, 2 et 3 forment
la poche hydrophobe capable de lier un domaine &bt&rtenant a une autre protéine, le domaine
BH3 étant une hélica amphipathique (Gross at., 1999) (Figure 2).

Les membres de la famille Bcl-2 qui sont anti-aptigies comme Bcl-2, Bcl-X Bcl-w, Mcl-1,
A1/BFL-1 et BOO/DIVA contiennent les domaines BH1,3 et 4 (Figure 2). Les membres pro-
apoptotiques se divisent en 2 sous-groupes, ceuyapsedent les 3 domaines (BH1, 2 et 3)
comme Bax, Bak, Bok/MTD et ceux qui possédent ugngent le domaine BH3 comme Bid, Bad,
Bik/NBK, BLK, HRK, BIM (BOD) encore appelés « BH3ly proteins » ; la région BH3 semble
étre fortement impliguée dans l'activité pro-apaiotoe (Figure 2). La région BH4 et les
séquences proches, présentes dans les protéinesp@ptotiques uniquement, peuvent étre
phosphorylées. Par complexation avec d’autres ipex¢ comme la calcineurine, ce domaine
permet de faire un lien avec d’autres voies qupoldiose (Shibasaki etl., 1997). Toutes les
protéines de la famille Bcl-2 contiennent un domatarboxy-terminal hydrophobe de 20 acides
aminés permettant leur ancrage dans la membrarecefitilaire en majorité au niveau de la
mitochondrie mais aussi au niveau du réticulum ptadonique et du noyau (Krajewski atk,
1993) (Figure 2).
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BH4 BH3 BH2 BH1
Bcl-2 —] [ 1 B {  |cooH
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Bcl-W 4/ ——
Mc-1 Tl [ — -
A1/BFL-1 1 ——
BOO/DIVA — I B

Pro-apoptotiques
Bax BH3 BH2 BH1
Bak I -
Bok/MTD
Bcl-Xg —{ "+
BH3

BID
BAD
BIK/NBK [
BLK [
HRK L 1 L
BIM/BOD =

Fig. 2 : Les membres de la famille Bcl-2 (d’apres G ross et al., 1999)
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4.2.2. Réqulation des membres de la famille Bcl-2

Les membres de la famille Bcl-2 sont régulés trapsonnellement et post-
traductionnellement par des cytokines ou des fastée survie ou de mort. Outre les processus de
dimérisation permettant aux protéines de s’actifppmodimeérisation) ou de s’inhiber
(hétérodimérisation), d’autres phénomenes comme wmheslifications post-traductionnelles
(phosphorylations ou protéolyses) permettent deleéd’activité de certains membres de cette
famille.

Une hyperphosphorylation de Bcl-2 semble altérar activité anti-apoptotique dans certaines
cellules (Chang atl., 1997). La kinase susceptible de phosphorylerBoburrait étre la c-Jun N-
terminal Kinase (JNK), kinase activée par un stress

Bad est une protéine pouvant se lier a BeleXinhiber son activité anti-apoptotique, cetéston
n'est permise que si le site de liaison de Bad degthosphorylé. Plusieurs kinases peuvent
phosphoryler Bad. C’est le cas de la protéine ABRRAC qui est une sérine thréonine kinase
agissant en amont de la kinase de I'inositol togghate (IP-3) (Zha el., 1996) et de la kinase
dépendante de TAMPc (PKA) (Haradaadt, 1999).

La protéine Bid (22 kDa) est un substrat de la ass{8 et doit étre clivée pour étre active. Le
fragment C-terminal de 15 kDa généré par la prggeolpeut ainsi s'insérer au niveau de la
membrane mitochondriale et permettre I'activatienla voie mitochondriale amplifiant ainsi le
signal de mort initié par la voie des récepteurs(lal., 1998 ; Luo etl., 1998).

Un autre processus permet a Bim d’interagir avele2Bet de favoriser I'induction de I'apoptose
apres certains stimuli. Bim est une protéine Iséaliau niveau du complexe dinéine-microtubule
dans les cellules intactes. Aprés certains sigrdanmort, elle se dissocie du complexe et se
transloque dans la mitochondrie sans étre clivagh@Pakath etal.,, 1999). La protéine pro-

apoptotique Bax peut étre induite par p53 dansaitexrtypes cellulaires.

4.2.3. Mode d’action

La plupart de ces petites protéines peuvent dondirsériser, ce qui se produit souvent
entre protéines pro-apoptotiques et protéinesaguptotiques. La régulation de I'apoptose par ces
protéines résulte par conséquent du niveau d'esime®ntre protéines pro- ou anti-apoptotiques,
les cellules exprimant plus de protéines pro-agapies seront sensibles a la mort, les autres
seront résistantes (Hengartner, 2000).

La fonction principale de ces régulateurs est aardter la libération de facteurs pro-apoptotiques,
comme le cytochrome c, de I'espace intermembramaitechondrial vers le cytosol. En effet,
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I'addition de protéines pro-apoptotiques est saffte pour induire le relargage du cytochrome c,
alors que l'addition de protéines anti-apoptotiqpedvient ce relargage (Gross at, 1999 ;
Antonsson et Martinou, 2000). De plus, des inhibgede caspases n’altérent pas le relargage du
cytochrome c, ce qui suppose que les caspasesinpasoimpliquées dans ces évenements.

Bcl-2 semble étre trés souvent liée a la membraitechondriale alors que d’autres protéines
comme Bax, Bid, Bad et Bim sont cytosoliques maigransloquent dans la mitochondrie pendant
'apoptose. Ces protéines jouent un rble importiamts la transduction du signal allant du cytosol
vers la mitochondrie. La translocation de ces fme& est controlée par des modifications post-
traductionnelles comme une déphosphorylation poad Bu un clivage pour Bid. Bax est
premierement transloquée du cytosol vers la mitodhe, sa conformation est alors modifiée et
'externalisation de son domaine amino-terminal nper son oligomérisation ainsi que son
insertion au niveau de la membrane externe mitaitae (Jirgensmeier etl., 1998). Cette
capacité d’insertion semble étre liée a 'homolodgestructure des membres de la famille Bcl-2
avec certaines toxines bactériennes, leur perntettanformer des pores au niveau de la
mitochondrie. Cette insertion est en effet rapidetsiivie par le relargage du cytochrome c.
D’autres travaux suggerent que leur capacité d'iieseest facilitée par l'interaction avec le canal
anionique voltage-dépendant ou VDAC. Ces changesraants la conformation de Bax semblent
étre favorisés par l'interaction avec Bid (Eskeslgt2000) et peuvent étre réduits ou empéchés
par Bcl-2 ou Bcl-X, ces protéines anti-apoptotiques agissant pasolaidirecte avec Bax
(Desagher etl., 1999). Il a été montré que Bcl-2 pouvait en ownepécher I'activation des
caspases par Bax sans effet sur le relargage dahtgime c (Rosse ai., 1998). Les protéines

anti-apoptotiques pourraient donc agir en avabdéégration du cytochrome c.

4.2.4. Rble des membres de la famille Bcl-2 daméqulation du cycle cellulaire

Les membres de la famille Bcl-2 peuvent modulecylele cellulaire ; en effet Bcl-2 peut
favoriser I'entrée des cellules en phasg @s bloquer et retarder leur entrée dans le cycle
cellulaire (Mazel efal., 1996 ; Linette etl., 1996). Cet effet est probablement dissocié de son
activité anti-apoptotique puisque une altératiorsaetructure au niveau du domaine non conservé
permet aux cellules de poursuivre leur cycle caital mais ne modifie pas son activité anti-

apoptotique (Uhlmann etl., 1996).
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5. Roéle de la mitochondrie dans 'apoptose

5. 1. Généralités

La mitochondrie joue un réle vital dans la cell@de produisant une grande partie de
I'énergie dont la cellule a besoin, en participant’homéostasie calcique, en maintenant le
potentiel redox et le pH intracellulaire. Ceci siggn qu'un dysfonctionnement majeur de la
mitochondrie peut entrainer la mort cellulaire pemgmée. Un changement dans le transport des
électrons peut suffir a augmenter la production @ehcaux libres oxygénés et a acidifier le
cytoplasme. Dans ces conditions, les électronsoné @us produits en quantité suffisante et la
diminution de la synthése d’ATP entraine une acdatimn de lactate par stimulation de la
glycolyse. De plus, les électrons libérés peuvédtire 'oxygéne en ions superoxydes, radicaux
libres oxygénés tres réactifs. Pendant I'apoptdsel'eau et différents solutés pénetrent dans la
mitochondrie provoquant son gonflement et la libérades différents constituants de I'espace
intermembranaire dans le cytosol ; les constitudatia matrice sont retenus dans la mitochondrie

grace a la membrane interne restée intacte.

5. 2. Mécanismes d’ouverture des canaux

Plusieurs modéles ont été proposés pour expligeerelargage de solutés de la

mitochondrie vers le cytosol, étape coresponddephase effectrice de I'apoptose (Figure 3).

5. 2. 1. La théorie de la rupture de la membmierne mitochondriale

Le premier modele implique I'hyperpolarisation de hembrane interne précédant la
libération du cytochrome c dans certains systengasite hyperpolarisation résulterait de
lincapacité de I'échange entre I'ADP cytosoliguel’ATP mitochondrial (Vander Heiden eil.,
1999). Cet échange est normalement effectué pacdeaux anioniques voltage-dépendant ou
VDAC localisés au niveau de la membrane extermmete transporteur de nucléotide adénylique
ou ANT localisé au niveau de la membrane internetteCabsence d’échange semble inhiber
l'activité de la F1FO-ATPase, ce qui empéche l®uetdes ions H vers la matrice et par
conséquent contribue a I'hyperpolarisation. Unéetalugmentation du potentiel membranaire
mitochondrial peut étre a I'origine du gonflemestrmtique de la matrice conduisant a la rupture
de la membrane externe mitochondriale (Figure 3a).
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Fig. 3 : Mécanismes d’ouverture des canaux expliqua ntle relargage du

cytochrome c (d’apres Deshager et Martinou, 2000)
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5. 2. 2. Le pore de transition de perméabiliténmenaire

Le modéle décrit sur la Figure 3 est en opposittamec un deuxieme modeéle
impliquant un méga-canal, le pore de transitiorpedenéabilité membranaire ou MPTP. Ce
MPTP est un canal non sélectif de « haute condoetarpouvant étre formeé par I'apposition
de protéines transmembranaires résidant au niveda mhembrane interne et au niveau de la
membrane externe de la mitochondrie (Crompton, 1998s différentes études réalisées
montrent que ce pore est principalement formé’pasdciation de 'ANT, du VDAC et de la
cyclophiline D, une protéine de la matrice (Fig8ty. L'ouverture du pore peut étre induite
par différents effecteurs physiologigues commealeigm, la diminution de la concentration
en adénine nucléotide ou en phosphate inorganigyepduction de radicaux libres oxygénés
ou le changement de pH (Crompton, 1999) ainsi carelg présence de la protéine Bax.
L’ouverture du pore augmente la perméabilité denéanbrane interne mitochondriale vis-a-
vis de protéines de poids moléculaire inférieur, Kda. Ceci entraine une dissipation du
potentiel membranaire mitochondrial (proton-dépatyaun déséquilibre chimique entre le
cytoplasme et la matrice mitochondriale, ainsi qudécouplage de la phosphorylation
oxydative, provoquant alors un gonflement osmotiqoavant conduire a la rupture de la
membrane externe. Il a été suggéré que la qualiilieP accessible apres I'ouverture du pore
est un facteur déterminant dans l'induction de lartnpar nécrose ou par apoptose. Cette
hypothése du méga-canal est confortée par I'efidtagpoptotique d’inhibiteurs spécifiques
du MPTP comme l'acide bongkrékique (ligand antaggenide I'ANT) ou comme la
cyclosporine A (ligand de la cyclophiline D) et pkeffet apoptotique d’agent comme
I'atractyloside (ligand de 'ANT). De plus, les mbres de la famille Bcl-2 peuvent réguler
I'ouverture du pore : Bcl-2 peut prévenir cette exdure (Kroemer eal., 1997 ; Shimizu et
al., 1998) alors que Bax provoque une chute du pelem@&mbranaire mitochondrial (Marzo

etal., 1998) et en favorise I'ouverture (Figure 3d).

5. 2. 3. La théorie du pore formé par les membeck famille Bcl-2

Cependant, plusieurs études divergent quant artanglogie des événements, a savoir Si
'ouverture du pore est la cause ou la conséquelceelargage du cytochrome c. En effet,
plusieurs travaux ont montré que le relargage doctyome ¢ pouvait se produire en absence ou
avant la chute du potentiel membranaire mitochahd@oldstein efl., 2000 ; Bossy-Wetzel et
al.,, 1998). Une explication de ce phénoméne pourtedt [®uverture réversible (transitoire) du
MPTP, affectant la perméabilité de la membrane regtemitochondriale mais permettant la
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restauration du potentiel membranaire mitochondila plus, I'ouverture du pore peut étre la
conséquence de l'inhibition du transport d’électralue au relargage du cytochrome ¢ entrainant
une chute du potentiel membranaire mitochondriatettaux d’ATP, ou la conséquence de
I'activation des caspases (Marzo at, 1998). En effet, des inhibiteurs de caspases greuv
empécher la chute du potentiel membranaire mitodti@n sans bloquer le relargage du
cytochrome c (Bossy-Wetzel ak, 1998).

L’ouverture caspase-déependante du MPTP pourraitli@npla boucle par laquelle le
relargage précoce du cytochrome c induirait lesifitations au niveau mitochondrial. Ce modéle
permettrait de conforter les observations faitésstea-dire le relargage du cytochrome c suivi
d’'une chute du potentiel membranaire mitochondrial.

La rupture de la membrane externe mitochondriaf@icuxerait la libération massive des
facteurs pro-apoptotiques ou SIMP («soluble intemorane mitochondrial proteins») contenus
dans la mitochondrie (AIF, caspases...). Mais @fle tupture n'a pas souvent été décrite et de
nombreuses études indiquent qu’il s’agirait plufdine conséquence que d’'une cause du relargage
du cytochrome c.

Un autre mécanisme doit donc permettre le relargageytochrome c. L’hypothése d’'un
canal pouvant laisser passer les protéines esigétud pourrait étre formé par certains membres
de la famille Bcl-2 compte-tenu de la forte homadode Bcl-X avec la sous-unité de la toxine
diphtérique, capable de former un pore membrandira.été suggéré que les protéines de la
famille Bcl-2 comme Bax pouvaient s’'insérer, aprthangement conformationnel, au niveau de la
membrane externe mitochondriale (Figure 3c). Cegépres, constituées d’'une zone hydrophobe
et d'une hélicex entourée par 5 hélices amphipathiques (Schends], 4998), peuvent s’insérer
dans la bicouche lipidique, s’oligomériser poumier un canal mais le fait qu’un tel canal puisse
étre assez gros pour laisser passer de petiteSir@streste a démontrer. Il a été montré que ces
protéines pouvaient former un canal ionique fomoted dans des vésicules lipidiques
synthétiques. Ces canaux sont dépendants du pHplthge et révelent une faible sélectivité
ionique. Les propriétés des canaux formés par de®ipes pro- ou anti-apoptotiques different
significativement, ce qui expliquerait leurs effefgposeés vis-a-vis du cytochrome c (Schlesinger
etal., 1997).

6. Les différentes voies de I'apoptose

La phase d’initiation de I'apoptose est un phénan&versible au cours duquel le signal

apoptotique (intra- ou extra-cellulaire) est traissan des caspases initiatrices par des molécules
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adaptatrices.

Il existe deux principales voies caspases-dépeadate signalisation de I'apoptose : la
voie des récépteurs de mort (ou voie extrinsequk) eoie mitochondriale (ou voie intrinseque).
Elles semblent étre bien distinctes, cependantoia des récepteurs de mort peut provoquer
'apoptose par la voie mitochondriale grace a latgine Bid, membre de la famille Bcl-2.
Récemment, la voie du réticulum endoplasmique digree de la caspase-12 a été mise en
evidence (Oyadomari el., 2002). Une autre voie apoptotique caspase-indigde est initiée par

la mitochondrie grace a la libération de I'AIF pa@poptosis-inducing factor.

6. 1. La voie des récepteurs de mort ou voiereséque

Les ligands, membres de la famille du facteur reéambdes tumeurs (TNF), jouent un role
important dans la prolifération cellulaire, la @ifénciation, I'apoptose, la modulation de la régons
immunitaire et l'induction de linflammation (Pitit al., 1996). Seize ligands membres de la
famille du TNF ont été identifiés : TN FasL, TRAIL (Apo-2L), lymphotoxine, lymphotoxine
3, CD27L, CD30L, CD40L, CD137L, OX40L, RANKL, LIGHTTWEAK, APRIL, TL1 et BAFF.

La plupart des ligands sont synthétisés sous faten@récurseurs transmembranaires avant que
leurs domaines extracellulaires soient clives pes thétalloprotéases pour former des formes
solubles. Les ligands sont produits sous formeidetes et se lient a des récepteurs de la famille
du récepteur au TNF qui sont des protéines trand&resraires caractérisées par un motif extra-
cellulaire riche en cystéines et un domaine de oD, «Death Domain») intracellulaire. Par

conséquent, la mort cellulaire initiee par cesrdgmrequiert la trimérisation des récepteurs. De
nouveaux ligands comme BAFF ont été mis en évideécemment et semblent n’étre exprimés

gue dans les cellules B du systéme immunitaire.

Tous ces ligands n’induisent pas la mort cellulaifa effet, CD27L, CD30L et CD40L
sont impliqgués dans la survie cellulaire contraeemaux ligands TNé, FasL ou TRAIL. En
effet, I'interaction de CD40L avec son récepteurdOpermet le recrutement de membres de la
famille TRAF («TNF-R-associated factor») et condait’activation de la voie de signalisation
impliquant le facteur de transcription NB- («nuclear factor-Kappa B»). Cette voie est lesplu
souvent induite dans les cellules du systeme immawa@icomme signal de survie.

La mort induite par les membres de la famille dasepteurs au TNF conduit a I'activation de

caspases et en est dépendante (Longthorne etmé&|liE997).

Remarque : La perforine libérée a l'interface etgriymphocyte T cytotoxique et la cellule
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cible forme un canal qui permet au Granzyme B,prmé&ase a sérine possédant une spécificité de
clivage identique a celle des caspases, de pérttnasr la cellule cible afin d’activer directement

les caspases effectrices et d’'induire I'apoptossufiel etal., 1994).

6. 1. 1. La voie FasL/Fas (CD95 ou Apo-1)

La glycoprotéine Fas (CD95, Apo-1) est un réceptmnsmembranaire constitutivement
exprimé dans les lymphocytes tandis que la protégend transmembranaire, FasL (CD95L,
Apo-1L), est induite apres activation de ceux-@. fécepteur Fas est également exprimé a la
surface de nombreux types cellulaires. La protégend peut étre libérée de la surface cellulaire
par des métalloprotéases et, ainsi soluble, ellé g lier au récepteur (Tanakaagt 1995). Les
étapes de la voie apoptotique médiée par Fas sprédsentées Figure 4. La liaison du ligand a son
récepteur entraine une trimérisation des réceptéardomaine cytoplasmique de Fas ne possede
pas d'activité enzymatique intrinseque mais comtiem domaine de mort de 80 acides aminés
(DD) permettant & une protéine adaptatrice, Faseted death domain (FADD), d’interagir.
FADD possede également en plus de son «DD» un denefiecteur de mort (ou «Death Effector
Domain», DED) lui permettant de lier la procaspas@u Flice pour « FADD-like ICE ») ou la
procaspase-10. La formation de ce complexe appé®C Dpour «Death-inducing Signaling
Complex» initie I'activation enzymatique de I'apopé. La caspase active est libérée du complexe
et va activer d’autres procaspases comme la prasasp caspase effectrice de l'apoptose
induisant l'activation de différents substrats @aorijine des modifications cellulaires

caractéristiques de I'apoptose (Gupta, 2003).

6. 1. 2. La voie TNE-TNE-R

< La voie des récepteurs TNF-R1 et -2

Le TNF-a est sécrété principalement par les macrophagéss dymphocytes activés en
réponse a une infection. Ce facteur agit en sé #iax récepteurs de type 1 et 2 (TNF-R1 et TNF-
R2) et active plusieurs voies de signalisation. ldEux récepteurs sont des récepteurs
transmembranaire qui different par leur partie plasmique, TNF-R1 possédant un domaine DD
contrairement a TNF-R2. Ces deux récepteurs peundnire un signal de survie cellulaire mais
TNF-R1 peut également provoquer un signal de martson domaine DD. TNF-R1 peut étre
synthétisé en réponse a une stimulation par légleglT activées et les macrophages. La liaison
du TNF a son récepteur peut aussi bien conduiectvation des facteurs de transcription KB-
et AP-1 (anti-apoptotiques) qu’a I'apoptose (Hsalet1995) (Figure 4).

La fixation du TNFx provoque une trimérisation de TNF-R1 permettariaiaon de la protéine
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adaptatrice TRADD pour « TNF-R associated death alom. Celle-ci va a son tour recruter
FADD par son domaine DD. De la méme facon quederBapoptose induite par le récepteur Fas,
la caspase-8 ou -10 va étre activée par I'apoptesbNF-R1/TRADD/FADD afin d’agir sur les
caspases effectrices -3, -6 et -7 (Figure 4).

Mais, TNF-R1 peut également activer une voie inddpate de FADD via la protéine RIP
(« receptor interacting protein »), cette voie &tarins fréquente que la voie dépendante de
FADD. TRADD possede un domaine DD qui peut s’assoai la protéine RIP. Cette derniére
s’associe a la protéine RAIDD («RIPK1 Domain comitzgy Adapter with DD») qui posséde un
domaine CARD («caspase recruitement domain»), dwregalement présent sur les caspases-3, -
9 et -2. Bien que l'activation des caspases-8 @tsdit dépendante de FADD, I'activation de la
caspase-2 est indépendante de FADD et se fait gracel'apoptosome TNF-
R1/TRADD/RIP/RAIDD (Karin et Lin, 2002) (Figure 4).

Le TNFa peut également induire un signal de survie catiilgrace a deux types de
protéines adaptatrices, TRAF-2 («TNF-R-associadetbf-2») et RIP. TRAF-2 et RIP induisent la
survie cellulaire par I'activation de la voie MAhkse et par la voie NkB respectivement. NF-
KB est souvent décrit comme un facteur répresseliapeptose alors que la MAPK peut aussi
bien inhiber gu’induire I'apoptose. L’activation B se fait par I'induction de la kinase NIK
pour «NFkB-inducing kinase». Cette kinase va activer la &n#KK «inhibitor ofkB (I-kB)
kinase» en la phosphorylant ce qui va permettrdidaociation du complexe NkB/I-kB et la

dégradation de kB favorisant I'activation transcriptionnelle de XB- (Figure 4).

Le récepteur TNF-R2 ne possede pas de domaine Ddplagmique mais la liaison du
TNFa a TNF-R2 conduit & l'interaction de TRAF-1 et +2domaine de TNF-R2 cytoplasmique. Il
a été rapporté que TNF-R2 jouait un rble importdants la régulation de I'apoptose médiée par
TNF-R1 (Declercq eal., 1998).

Le récepteur DR3 ressemble au récepteur TNF-Ribdeit 'apoptose de la méme fagon
grace aux protéines TRADD, FADD et caspase-8. ganld de ce récepteur, Apo3L est proche du
TNF mais est synthétisé de facon constitutive dauos les tissus contrairement au TNF qui est

synthétisé aprés activation de macrophages engghlgcytes.
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< La voie des récepteurs TRAIL (Apo-2L)

Les ligands similaires au TNF induisant 'apopt¢ERAIL, «tumor necrosis factor-related
apoptosis inducing ligand» ou Apo2L) sont des pnet® transmembranaires d’environ 34 kda,
pouvant former des trimeres et qui sont des memteekm famille du TNF. L'interaction entre
TRAIL et les récepteurs TRAIL-R1 (DR4) et/ou TRARZ (DR5, Apo-2, TRICK2, Killer) induit
rapidement la mort cellulaire dans les cellulesesilgui sont principalement des cellules tumorales
(Pitti et al., 1996, Mariani etl., 1997). Les ligands TRAIL et leurs récepteurs srimés de
fagcon constitutive dans beaucoup de tissus (Rittl.e 1996), ce qui suppose l'existence d'un
mécanisme de contrdle de I'apoptose induite par [LRa liaison du ligand au récepteur permet
l'interaction de ce complexe avec des protéineptatiaces comme FADD décrite auparavant ou
TRADD. Le déroulement de la signalisation induite [es récepteurs TRAIL-R1 et TRAIL-R2 se
rapproche de celle induite par la voie FasL/Fagufi€i 4). En effet, la procaspase-8 est activée par
interaction des DED présents sur les protéinestatta@s ainsi que sur la procaspase-8.

Trois autres récepteurs appartenant a la famiberéleepteurs de TRAIL ont été identifiés :
TRAIL-R3 (DcR1, TRID, LIT), TRAIL-R4 (DcR2, TRUNDD)et I'ostéoprotégérine (OPG). lIs
fonctionnent comme modulateurs interférant avectiVdé des récepteurs de mort car ils ne
possédent pas de domaine propre intracytoplasmipoier cette raison, ils sont considérés comme
étant non-apoptotiques et représentent un mécardsnsentrole de I'apoptose induite par TRAIL
(Figure 4). L'ostéoprotégérine a été recemmentidéomme étant un récepteur soluble pouvant
se lier a TRAIL et inhiber son action (Emeryagt 1998).

6. 1. 3. Réqulation de la voie apoptotique mégdrmdes récepteurs

L’apoptose médiée par cette voie est régulée not@rmau niveau de I'assemblage du
complexe DISC ou au niveau de son activité. Laginet FLIP ou «Flice-inhibitory protein» est
une isoforme de la caspase-8 contenant 2 domaiBEsrbais pas de site catalytique. Elle agit en
entrant en compétition avec les caspases-8 ett-&8 empéchant leur recrutement au niveau du
DISC (Figure 4). Deux isoformes de FLIP ont ététdedes, la forme cellulaire longue et la forme
cellulaire courte. Toutes deux sont capables dguaol’'induction de I'apoptose mais il semblerait
gu’elles agissent différemment au niveau du clivdgela caspase-8 (Krueger a@t, 2001). La
surexpression de FLIP induit une résistance a ptgse mediée par les récepteurs. De plus, il a été
montré que FLIP pouvait induire I'activation du tewr de transcription NKB ainsi que la voie
de signalisation impliquant ERK (« extracellulagral-regulated protein kinase ») (Kataokalet
2000). Par conséguent ces protéines agissent codengsotéines anti-apoptotiques.
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Un autre type de régulation se fait au niveau depteur lui-méme. En effet, la plupart des
récepteurs du TNF existent également sous forméksobkuite a un épissage alternatif ou a une
protéolyse. Ces formes solubles entrent donc en pébttion vis-a-vis de la forme
transmembranaire du récepteur avec le ligand, hloguwinsi le recrutement de protéines
adaptatrices et par conséquent l'activation desgsmases initiatrices. De plus, ces formes
solubles possedent un domaine PLAD pour «preligessémbly domain», domaine nécessaire a la
trimérisation de ces récepteurs mais bien distilactiomaine de liaison au ligand. Ceci suggéere
alors une éventuelle activité des récepteurs inttfgree de la fixation du ligand. La découverte de
ce domaine PLAD par Papoff el. (1999) et Siegel eal. (2000) remet en cause le modéle
d’assemblage des récepteurs sous forme trimeérigteed’homotrimérisation du ligand décrit par
Orlinick et al. en 1997. Papoff el. (1999) et Siegel etl. (2000) ont montré que Fas pouvait
s’assembler en trimére indépendamment de la fixateson ligand, mais que cet assemblage était

nécessaire a la liaison du ligand.

6. 1. 4. Amplification de la voie des réceptedesmort

La voie classique des récepteurs de mort se prathnts les cellules exprimant la
procaspase-8 de facon importante, mais dans lessatypes cellulaires, cette voie doit étre
amplifiée par la voie mitochondriale grace au remment de la protéine Bid par la caspase-8
(Figure 4). En effet, la caspase-8 clive Bid, umrhee de la famille Bcl-2, au niveau N-terminal
permettant I'exposition de son domaine BH3. Laglacation rapide de la forme tronquée de Bid
du cytosol vers la membrane mitochondriale suggermécanisme spécifique similaire a celui de
'association de ligand a un récepteur (Wangakt 1996b). Les protéines assimilées a des
récepteurs pourraient étre les protéines Bax ot2BLlexposition du domaine BH3 permet a Bid
de s’insérer dans la membrane mitochondriale esedéer a Bax ou a d’autres protéines pro-
apoptotiques. Bid provoque ainsi la libération gitochrome c induisant I'activation de la caspase-
9 puis de la caspase-3.

Une autre protéine faisant la jonction entre legxdeoies a été identifiée. Il s'agit de la
protéine BAR (« bifunctional apoptosis regulatarpsptéine régulatrice capable de s’associer aux
molécules anti-apoptotiques Bcl-2/Bcl-¥ar un domaine SAM (« sterile alpha motif ») aipsia
la caspase-8 par le domaine DED (Zhanglet2000). Une autre voie de signalisation de Fas
indépendante de la caspase-8 a été suggérée mettadéidence l'implication de la sérine-
thréoninekinase RIP («receptor-interacting protein») (Ritial., 1996).
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6. 2. La voie mitochondriale ou voie intrinseque

6. 2. 1. La voie mitochondriale dépendante depases

De nombreux stimuli, comme les agents thérapeutigies radiations UV, les molécules
du stress, le manque de facteurs de croissanceblesgminduire I'apoptose par la voie
mitochondriale ou voie indépendante des réceptiiraort.

La mitochondrie est un organite constitué d'une Im@me externe, dun espace
transmembranaire, d'une membrane interne et d’'uatice. La membrane interne posséde de
nombreuses protéines comme I'ATP synthase, la ehai® transport des électrons et le
transporteur de nucléotide adénylique (ou «Ademneleotide Translocator», ANT). Dans des
conditions physiologiques normales, ces trois pmet permettent la formation d’'un gradient
électrochimique (ou potentiel membranaira¥m) par la chaine respiratoire. L'espace
intermembranaire contient le cytochrome c, cergipecaspases (-2, -3 et -9), les protéines
Smac/Diablo, AIF («Apoptosis-Inducing Factor») etdenucléase G. La membrane externe
possede un canal anionique voltage-dépendant (VDR&L perméabilisation de celle-ci par le ou
les processus décrit(s) au paragraphe 5.2. provalgue le relargage de toutes ces protéines dans
le cytoplasme et la perméabilisation de la membnateene conduit a un changement du potentiel
membranaire mitochondrial. La libération de cytache c est 'une des étapes majeures dans

I'induction de I'apoptose par la mitochondrie (Figub).

< Le cytochrome ¢

Le cytochrome c est codé par un géene nucléairstetyathétisé sous forme de précurseur qui est
incapable de participer a l'induction de I'apoptadse précurseur est importé dans la mitochondrie
ou il subit une maturation. La protéine devenuéduglaire se lie & un heme gréace a la cytochrome c
lyase. Le cytochrome c est séquestré au niveaiesigace intermembranaire mitochondrial ou il
exerce sa fonction physiologique de transportegétedtrons entre les complexes lll et IV de la
chaine respiratoire (Ravagnanatt 2002). En 1996, Liu etl. ont montré que le cytochrome ¢
était nécessaire a I'activation de la caspase-8utfdes études ont confirmeé cela en précisant que le
relargage du cytochrome c et l'activation des cespaétaient bloqués par la protéine anti-
apoptotiqgue Bcl-2 (Kluck etl., 1997 ; Yang etal.,, 1997). Il est désormais établi que le
cytochrome c relargué dans le cytosol est a I'nagde la formation de I'apoptosome. Tout
récemment, I'invalidation du géene codant pour leoclgrome ¢ a confirmé I'importance cruciale
de cette protéine dans I'apoptose. Ces études emdrgu’aucune autre protéine cellulaire ne peut
remplacer le cytochrome c pour I'oligomérisatiorApaf-1 (ou «Apoptotic protease-activating
factor») et pour l'activation de la caspase-3, itelpar un stress cellulaire ou par un agent ctblan
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la mitochondrie (Li eal., 2000b).

Dans la majorité des cas, la libération du cytoctea est dépendante de I'activité des caspases
(Bossy-Wetzel etl., 1998). Le mécanisme par lequel le cytochromet aedargue, ainsi que sa
cinétique de libération a été le sujet de nombiegsmtroverses. Le relargage du cytochrome c
semble étre dépendant de la présence de Bax oud@ukla membrane externe mitochondriale.
Concernant la cinétique de libération du cytochrangéquipe de Doug Green a démontré que
celle-ci se faisait rapidement et en une seule (Gisldstein etal., 2000). Il semble que la
mitochondrie joue le réle d'intégrateur des difféigesignaux et qu’une fois le seuil atteint, la
totalité du cytochrome c est libérée en une setapeé Cependant, cette observation ne peut pas
étre généralisée. En effet, selon le stimulus ajmpte, selon le type cellulaire utilisé et selen |
niveau de polarisation de la membrane mitochorelrsg#ulement quelques mitochondries liberent
le cytochrome c en quantité suffisante pour indliaetivation des caspases. Cette observation
laisse supposer qu’il existe un lien entre le gadge du cytochrome c et la chute du potentiel
membranaire mitochondrialAm). Goldstein etal. (2000) ont montré que le relargage du
cytochrome c se faisait avant la chuteAd¥m alors que Heiskanen &k (1999) montrent que ces
deux évenements se font simultanément. Cependdatredargage du cytochrome c se fait avant
la chute duA¥m, cela suppose que la mitochondrie maintienne 88m grace a un pool de
cytochrome c resté lié a la chaine respiratoirexiterait donc deux pools de cytochrome ¢ dans
la mitochondrie, une grande quantité de cytochroree trouverait sous forme libre dans I'espace
intermembranaire et une petite quantité permettfagsurer la respiration mitochondriale lors du
relargage du premier pool afin de maintenir la podidn d’ATP nécessaire a la formation de

'apoptosome (Martinou eil., 2000).
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< La protéine Apaf-1

Apaf-1 est une protéine d’environ 130 kDa comprénemdomaine CARD dans la partie amino-
terminale, une région ayant une forte homologiec&ed-4et un domaine C-terminal contenant
plusieurs répétitions WD-40 impliquées dans legraitions protéines-protéines (Cain adt,
2002). Les répétitions WD-40 sont nécessaires laison au cytochrome ¢ mais ne sont pas
suffisantes. Le domaine WD joue également un rédportant dans le recrutement de la
procaspase-3. Le domaine CARD d’Apaf-1 n’est pgsos#& dans des conditions normales et ne
peut donc pas interagir avec la caspase-9 ; emcheaen présence d’ATP et de cytochrome c,
Apaf-1 change de conformation et peut interagircdaecaspase-9 grace a I'exposition de CARD
(Li et al., 1997) (Figure 5). La partie centrale homologueed-4 posséde un domaine semblable &
un domaine ATPase et I'hydrolyse de I'ATP paraiié &écessaire a la formation de I'apoptosome
(Hu et al., 1999). Quatre isoformes de Apaf-1 ont été déxritédpaf-1 (Apaf-1S), Apaf-
1XL/Apaf-1L-WD13, Apaf-1LN/Apaf-1L et Apaf-1LC/ApallL. Les isoformes different par
l'insertion d’'une séquence de 43 acides aminés dademaine WD (Apaf-1LC/Apaf-1L) ou par
I'insertion de 11 acides aminés apres le domain®REAApaf-1LN/Apaf-1L) ou par l'insertion
des deux séquences (Apaf-1XL/Apaf-1L-WD13). L'inger des 43 acides aminés semble
nécessaire a l'activation de Apaf-1 (Benediclet2000).

<= R0le de I'ATP dans I'apoptose

L’intégrité de la membrane mitochondriale est sohadtérée lors de I'apoptose induite par
la mitochondrie ce qui provoque une réduction depdeduction d’ATP accompagnée d’'une
libération de facteurs apoptotiques dans le cytddelplus, I'apoptose est un processus nécessitant
de I'énergie notamment pour la formation de I'apspime (Figure 5), pour la condensation de la
chromatine, pour la fragmentation de 'ADN mais s@aysour le transport de molécules vers le
noyau (Kass eal., 1996 ; Richter eal., 1996). L'ATP peut alors étre produit par la glyse
anaérobie lorsque le potentiel mitochondrial dedule est altéré. La déplétion en ATP peut
résulter d’'une libération importante de calcium uibel par des radicaux libres oxygénés
(Chakraborti etl., 1999).

< La formation de I'apoptosome

L’apoptosome impliqué dans I'apoptose induite pamitochondrie est constitué d’Apaf-1,
du cytochrome c et de la procaspase-9, c’est donmmplexe protéique d’'une taille importante
(700 kDa) (Figure 5). Apaf-1 s’associe a la proeasp9 et a deux molécules de cytochrome ¢

(Cain etal., 2001). La concentration de’Kntracellulaire (physiologique) abolit I'activatiodes
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caspases en inhibant la formation de I'apoptosomis gette inhibition peut étre levée en présence
d’'une grande quantité de cytochrome c ; le tauk tntracellulaire semble contréler I'activation
des caspases afin qu’elles ne soient pas actieéedlun relargage accidentel de cytochrome c
(Cain etal.,, 2001). Le cytochrome c facilite la liaison de TR a Apaf-1 probablement en
favorisant I'exposition du domaine de liaison p&argement de la conformation de Apaf-1.
L’oligomérisation d’Apaf-1 est un évenement rapeld’apoptosome formé semble stable. Il a été
décrit que la caspase-9 clivée était présente diesidans I'apoptosome que dans le cytoplasme,

mais la caspase-9 réellement active est cell&@li&gpoptosome (Rodriguez et Lazebnik, 1999).

6. 2. 2. Réqulation des voies dépendantes desses

< Les protéines inhibitrices de I'apoptose ou IAPs

Les IAPs sont des protéines qui inhibent la molulz@re en empéchant le clivage des
caspases et donc leur activité par simple liaismesacaspases (Fesik et Shi, 2001) (Figure 5).
Elles ont initialement été décrites comme des itduips viraux mais a la différence des deux
autres protéines virales que sont la CrmA du vivasin de la variole et la protéine p35 de
baculovirus, les IAPs sont les seules protéinesitagas homologues chez les mammiféres. Les
IAPs sont constituées d'un ou plusieurs domaine® Blour «baculoviral IAP repeat»
indispensables a leur activité anti-apoptotiquesquiils permettent la liaison aux caspases.
Chaque domaine BIR possede des fonctions distirattesie spécificité de liaison aux caspases
(Verhagen eatl., 2001). Le domaine BIR2 inhibe les caspases-3 elors que le domaine BIR3
inhibe l'activité de la caspase-9 (Ekert a@t, 2001). XIAP («X-linked inhibitor-of-apoptosis
protein») est une des molécules les mieux connaextle famille ; elle peut inhiber I'activation
de la caspase-9 initiatrice ainsi que celle depases effectrices -3 et -7. En effet, elle peliese
a la caspase-9 active et 'empécher d’'agir surdagspase-3 ou encore séquestrer la procaspase-3
au niveau de I'apoptosome par simple liaison, édblpgue la voie apoptotique. Les IAPs peuvent

elles-mémes étre régulées de maniere négative.

<= Les inhibiteurs des IAPs

Smac («Second Mitochondria-derived Activator of @zs®») et son homologue DIABLO
(«Direct IAP Binding protein with Low pl») sont desotéines identifiées récemment et ayant des
similitudes avec les protéines Grim, Reaper et ldtbnues chez la drosophile. Ces dernieres
bloquent I'activité anti-apoptotique des IAPs, t@oimme Smac/DIABLO chez les mammiféres
(Du etal., 2000 ; Verhagen edtl., 2000) (Figure 5). La protéine Smac/DIABLO esttéonent

exprimée dans le coeur, le foie, les reins, la edtdans plusieurs lignées cancéreuses. Elle est
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synthétisée dans le cytoplasme sous forme d’'urupéar de 239 acides aminés et est exportée
dans la mitochondrie grace a un signal de locabisahitochondrial (MLS) situé cété N-terminal
(55 acides aminés). Une fois dans ce nouveau caoimeat, le signal de localisation est clivé et la
protéine acquiert son activité pro-apoptotique émmodimérisant (Chai etl., 2000). Sa
libération de la mitochondrie est induite par denboeux stimuli apoptotiques et contrélée par les
membres de la famille Bcl-2 (Adrain el., 2001) ; elle permet I'activation des caspases par
inhibition des IAPs. Smac/DIABLO est la premier®gine identifiée inhibant les fonctions des
IAPs, elle est également liée a la voie des réceptele mort (Srinivasula eal., 2000).
Smac/DIABLO interagit avec les IAPs par liaisontenisieme domaine BIR (BIR3) de la protéine
XIAP, de cette facon elle empéche la liaison deBslAux caspases-3, -7 et -9 (Srinivasulal.et
2001).

XAF-1 («XIAP associated factor 1») est une autr@gine capable d’activer les caspases
en inhibant les IAPs (Figure 5). Contrairement aa8imIABLO, c’est une protéine nucléaire
active continuellement qui possede un domaine dgtslae zinc lui permettant d’interagir
directement avec XIAP. De cette facon, XIAP esugstyée dans le noyau, la cellule devient alors
plus sensible & un signal de mort. Son expresséonbke étre réduite dans certaines lignées
cancéreuses (Liston at, 2001).

Smac et XAF-1 ne sont pas les seules protéinekiinbés connues des IAPs. Récemment,
la protéine Omi/HtrA2 (« hight temperature requiegrn protein A2 ») a été identifiee comme
étant une nouvelle protéine inhibitrice (Verhagealg 2001 ; Martins eél., 2002) (Figure 5). Le
précurseur de HtrA2 est une protéine de 50 kDa dopartie N-terminale contient le MLS. Celui-
ci est clivé aprés importation dans la mitochondgi&nérant alors une protéine de 36 kDa. HtrA2
appartient a la famille des sérine protéases dudiea conservée au cours de I'évolution. Il a été
montré récemment que la protéine bactérienne Hagsedait un réle de molécule chaperonne a
des températures normales et un role de protéfmeea températures (Spiessakf 1999). Dans
les cellules normales humaines, HtrA2 est confifees I'espace intermembranaire mitochondrial
mais, sous induction apoptotique avec difféerenentgycomme la staurosporine, TRAIL, ou des
irradiations UV, elle est relarguée dans le cytoBalns le cytosol, HtrA2 se lie aux IAPs comme
XIAP de la méme facon que Smac/DIABLO facilitamtsil’activation des caspases. HtrA2 induit
l'apoptose par deux mécanismes différents, le prerpar inhibition des IAPs permettant
I'activation des caspases, le second par I'actséiéne protéase indépendante de I'activité caspase
(Suzuki etal. 2001 ; Hegde «l. 2002).
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<= Autres protéines régulatrices

D’autres complexes protéiques impliqués dans lalafign du signal apoptotique existent
dans d’autres « lieux stratégiques » de la celedeyme le réticulum endoplasmique, I'appareil de
Golgi, le noyau ou les lysosomes (Ferri et Kroen2801). Comme le montre l'activité de la
protéine XAF-1 récemment décrite, le noyau jouelgggant un rbéle dans la régulation de
'apoptose et ne fait pas que subir les événenmeig®n oeuvre pour éliminer la cellule. Une autre
protéine nucléaire DEDD («DED-containing DNA-bingirprotein») exerce son activité anti-
apoptotique en inhibant I'activation de la casp@s®+ en bloquant la transcription. Cette protéine
semble étre modulée par une autre protéine nomra&AB pour «DED-associated factor», cette
derniere possédant également la particularité diers@ FADD, a la caspase-8 ou -10 favorisant la
formation du DISC (Zheng etl., 2001).

Les membres de la famille Bcl-2 peuvent égaleméguler la voie mitochondriale en
agissant sur le relargage du cytochrome c (BclaX, Bid, Bak) (Figure 5) mais aussi en se liant a
Apaf-1 (Bcl-X.) (Hu etal., 1998).

Les protéines de choc thermique ou Hsp sont aussi idhibiteurs de I'apoptose.
Difféerentes études montrent qu'Hsp-70 et Hsp-90vprtise lier au domaine CARD de Apaf-1,
'empéchant ainsi de s'oligomériser et d'activeptacaspase-9 (Salehadt, 2000 ; Pandey «tl.,
2000). Hsp-27 bloque I'oligomérisation de Apaf-1senliant au cytochrome c (Brueyadt, 2000)
(Figure 5).

6. 2. 3. La voie mitochondriale indépendanteciespases

Plusieurs protéines contenues dans I'espace intebnamaire peuvent induire I'apoptose
directement sans activation des caspases. C'esislelu facteur d’'induction apoptotique (AIF) et
de I'endonucléase G (endo G) qui, une fois libée&da mitochondrie, sont transloqués dans le
noyau provoquant une condensation de la chromatinee coupure de 'ADN générant de larges
fragments d’ADN (Figure 5).

< La protéine AlF

Le facteur AIF a été identifié il y a plusieurs @en par I'équipe de Kroemer mais son
clonage est récent (Susinat, 1999). Le gene de I'AIF est localisé sur le chogsome X et code

pour une protéine de 57 kDa. L’AIF est une flava@me constituée de trois domaines : la
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séquence MLS située du c6té amino-terminal, unaeeség de 27 acides aminés et un domaine a
activité oxydoréductase carboxy-terminal de 485dexiaminés (Lorenzo al., 1999). Le
précurseur de I'AlF (67 kDa) est synthétisé dansyteplasme puis importé dans la mitochondrie
(Susin etal., 1999). Une fois dans lI'espace intermembranaaesdquence MLS est clivée, la
protéine change de conformation tout en incorpolargroupement prosthétigue FAD («Flavin
Adenin Dinucleotide»). C’est une protéine bifonotielle ayant probablement une activité
oxydoréductase et un réle pro-apoptotique (Yalgt2002). Apres exposition de la cellule & un
stimulus pro-apoptotique, I'AIF se transloque despace intermembranaire vers le cytosol puis
vers le noyau. Ce phénomene précede généralemeriiigage du cytochrome c. Le phénomeéne
par lequel I'AIF se transloque vers le cytosol estore inconnu. Le transport vers le noyau
pourrait se faire grace a une séquence de locahsaiticléaire.

Les effets de I'AlF en tant que molécule apoptogameété étudiés aussi bigmvitro qu’in
vivo. In vitro, il a été montré que I'AIF générait une condemsapériphérique de la chromatine
ainsi qu’une fragmentation de I’ADN en larges fragns de 50 kpb, ceci par interaction directe
avec I’ADN sans spécificité de séquence (Yalgt2002). Cette interaction se fait surtout par son
domaine carboxy-terminal ; elle peut étre moduléele niveau de translocation dans le noyau et
est plus importante lors de la phase de condemnsatie lors de la phase tardive de formation des
corps apoptotiqgues. De plus, I'AIF provoque en @nés d'extraits cytosoliques une
perméabilisation de la membrane externe mitochatedret par conséquent la libération du
cytochrome c et de la procaspase-9 ceci grace @facteur cytosolique (Susin ak, 1999).In
vivo, les mémes observations (condensation, fragmentatilibération de protéines
mitochondriales) ont été observées. De plus, I'Adfplifierait son propre phénomeéne de
libération une fois dans le cytosol. En outre,dffets de I’AlIF sont abolis par la surexpression de
Bcl-2 et sont les mémes dans des cellules ayamtooudes activités caspases : I'AlF agit donc

indépendamment des caspases.

L’AIF est inhibé par une protéine endogene, HspR@vagnan eal., 2001). Ceci a été
montréin vitro sur la condensation chromatiniennenetivo au niveau nucléaire et mitochondrial
par surexpression de Hsp70. L'action d’'Hsp70 sapdptose s’explique premierement par
'inhibition de la formation de l'apoptosome puigquHsp70 se lie a Apaf-1. Mais une
surexpression de Hsp70 dans des cellules n'exptipeas de caspases prévient également de la
mort cellulaire ; ceci suggere donc que Hsp70 geutier a d’autres protéines comme l'AlF. La
liaison de Hsp70 a Apaf-1 ou a AIF semble se fpaele domaine de liaison a I'ATP présent sur

Hsp70, sans intervention de I'activité chaperonaéldp70.
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Beaucoup d’événements concernant I'AIF sont en@ecennus, notamment son mode
d’action sur 'ADN, son activité d’oxydoréductasks transduction du signal permettant sa
libération. La condensation de 'ADN observée ldes 'apoptose pourrait étre expliquée par
I'interaction directe de I'AIF sur 'ADN. En effetette interaction pourrait modifier la structuee d
la chromatine et favoriser I'action des nucléassaroe la topoisomérase Il ou la cyclophiline qui
génerent elles aussi des fragments de 50 kpb siesila ceux obtenus apres induction de I'AlF.

Ces fragments correspondent a des structures débyxle au niveau de la chromatine.

<~ L’endonucléase G

L’endonucléase G est une nucléase mitochondriatespécifique trés conservée chez les
eucaryotes (Li eal., 2001). Elle est codée par un géne nucléaireotsigimement impliquée dans la
réplication du génome mitochondrial. Pendant I'apse, I'endonucléase G est relarguée de la
mitochondrie et transloquée dans le noyau. Elléréig/ADN en absence d’activité caspase et en
absence de la nucléase caspase-dépendante DFFM@AD.¢o etal., 2001). L’endonucléase G
pourrait agir avec I'exonucléase et la DNase | danyau pour générer les fragments d’ADN de
haut poids moléculaire (Widlak etl., 2001) mais elle peut également générer des fraigme

oligonucléosomiques (Samejimaatt, 2001).

6. 3. La voie du réticulum endoplasmique

Différentes fonctions importantes pour la cellulemme les modifications post-
traductionnelles, 'assemblage et la conformatiea protéines nouvellement synthétisées, se font
dans le réticulum endoplasmique (RE) mais celuseit également de réserve de calcium
cellulaire. Ces fonctions sont vitales pour la side la cellule et la moindre modification altéran
une de ses fonctions entraine des dommages cedhilaréversibles et conduit a I'apoptose.
Plusieurs conditions peuvent conduire a un «stdgsRE », comme [linhibition de la
glycosylation des protéines, la diminution de lenfation des liaisons disulfides, la déplétion du
calcium contenu dans le lumen du RE, les altération transport des protéines du RE vers
'appareil de Golgi, I'expression de protéines analement conformées. Une voie de signalisation
contréle I'accumulation de ces dernieres au nivckaRE (Oyadomari «dl., 2002).

La cellule lutte contre le stress au niveau du RBplisieurs fagons, quatre réponses au
stress ont été identifiées jusqu'a présent. La gammplique la régulation positive de genes
codant pour des protéines chaperonnes au nive&Edafin d’augmenter I'activité de repliement
des protéines et d'éviter I'agrégation des protine deuxiéeme réponse consiste a diminuer la
traduction des protéines afin de diminuer le taex pdotéines dans le RE et par conséquent
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empécher I'accumulation de protéines non confornuzes le RE. La troisieme réponse de la
cellule est de dégrader les protéines anormalecmfbrmées par le mécanisme appelé ERAD
pour «ER-associated degradation». La derniére s&pde la cellule face a un fort stress du RE est

d’induire I'apoptose. Nous n’aborderons, ici, qa¢t€ derniére réponse.

Plusieurs voies apoptotiques peuvent étre indaipess un stress du RE. La premiere est
l'induction transcriptionnelle de CHOP (pour «C/EBBPmologus protein», nhommeée également
Gadd153), un membre de la famille des facteurgates¢ription C/EBP (Ron et Habener, 1992).
CHOP est peu ou pas exprimé dans des conditiorsgibgiqgues normales et est fortement induit
en réponse a un stress du réticulum. Sa surexpnessnduit a un arrét de la croissance cellulaire
et a I'apoptose (Gotoh eil., 2002). La transcription du gene CHOP est indpée les voies de
'endonucléase IRE1 (« high inositol-requiring ¥dng etal., 1998) et du facteur de transcription
ATF6 (« activating transcription factor ») (Gotoh a., 2002) (Figure 6). Dans des conditions
normales, la protéine chaperonne BiP (« heavy-ebiaiding protein ») se lie a IRE1 et maintient
cette protéine sous forme inactive. Apres un stagssiveau du RE, BiP se lie aux protéines mal
formées et se dissocie donc de IRE1. De cette fdB@hpeut s’oligomériser, s’auto-phosphoryler
et donc s’activer (Bertolotti edl., 2000) (Figure 6). Récemment, ATF6 a été décnihroe un
facteur de transcription spécifique du mécanisme tdmsduction. C’est une protéine
transmembranaire localisée dans le RE et activé@mptéolyse (Yoshida edl., 2000). Le stress
au niveau du RE induit la translocation de ATF6svi@appareil de Golgi (Chen etl., 2002) ou
elle est clivée. Le fragment N-terminal cytosoliquatenant un domaine ZIP est transporté vers le
noyau ou il se lie a I'élément de réponse ERSER«tess response element ») associé au facteur
de transcription NF-Y (Figure 6). De plus, CHOP tp&le induit par la voie de la sérine/thréonine
kinase PERK (« PKR-like ER kinase ») grace au factie transcription ATF4 (Oyadomari ait,
2002). CHOP module des genes impliqués dans limoluau stress du RE en se liant a ATF3
(Chen efal., 1996) ou au complexe AP-1 (Ubedaakt 1999). Le géne de I'anhydrase carbonique
VI fait partie des génes de réponse a CHOP et geaugmenter la concentration intracellulaire de
protons ce qui diminue le pH intracellulaire (Sakak, 1999). Il a été décrit que CHOP diminuait
I'expression de la protéine Bcl-2 et augmentaipdaduction de radicaux libres (McCullough et
al., 2001). D’'autres génes impliqués directement oo dans I'induction de I'apoptose sont en

cours d’étude.
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La seconde voie d’'induction de I'apoptose met enlgevoie de transduction JUN-kinase (JNK).
JNK constitue une famille de protéines qui réguléekpression de certains genes et qui
participent au choix entre apoptose et survie lzitliaprés un stress. Le stress du RE induit JINK
par la protéine IRE1 (Urano at., 2000) (Figure 6). Le domaine cytosolique kinasdRE1 se lie

a TRAF2 qui est une protéine adaptatrice, ce guiels récepteurs membranaires au stress du RE
pour l'activation de JNK.

L’activation de la caspase-12 est la troisieme \apeptotique induite par un stress du RE. La
caspase-12 est localisée au niveau de la membraRREdOté cytosolique et est activée par un
stress au niveau du RE (Figure 6). Elle ne semategtre activée par la voie des récepteurs de
mort ou par la voie mitochondriale. Il a été déqtie la caspase-12 était induite par I'activatien d
la m-calpaine. C’est une endopeptidase cytosokqtigée par le calcium qui induit le clivage de
la procaspase-12 ainsi que le clivage de Bcle¥nduisant a I'activation de la caspase-12 et a
l'inactivation de Bcl-X (Nakagawa et Yuan, 2000). Pendant un stress dileREnslocation de la
caspase-7 cytosolique a été décrite par Rab. €2001) ; celle-ci clive alors la procaspase-12 au
niveau de son pro-domaine. De plus, il a été dégodt IREL actif recrutait TRAF2 qui interagit
alors avec la procaspase-12 et permet son activ@tioneda etl., 2001). Il semblerait que JNK
agisse comme partenaire dans I'activation de lpases12 par IREL/TRAF2.

7. ROle du facteur de transcription MB-

Le facteur de transription NEB («Nuclear FactokB») est présent dans le cytoplasme de
nombreuses cellules ; il est un régulateur deganse immunitaire, de la prolifération cellulaite e
du signal de survie pendant un stress.KBRntervient le plus souvent en s’opposant a I'apee
en stimulant, par exemple, I'expression des preimhibitrices des caspases, les IAPs ou les

homologues de Bcl-2.

7. 1. Activation de NB

NF-kB agit comme facteur de transcription sous formeidere. Les diméres peuvent étre
constitués de différentes sous-unités p50, p52el¢cRelB, p65 (RelA) mais le dimere le plus
fréquent est constitué de p50/p65 (Baldwin, 1998)ns les cellules non stimulées, KB-est
conserveé sous forme inactive dans le cytoplasménpenaction avec des protéines inhibitrices de
la famille 1kB. Cette famille est composée de plusieurs proséooenme kBa, I-kBp, I-kBe, I-

KBy (p105), 1kBd (p100) : IkBa étant la plus connue (Baldwin, 1996).
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L’activation de nombreux récepteurs de surface ceran récepteurs du TNF ou de I'lL-1
ou la production de différents stress cellulaicg®@ues, radiations, radicaux libres) provoquent la
phosphorylation de kBa sur les sérines 32 et 36 (Brownagt 1995) puis l'ubiquitinylation et la
dégradation de kBa par le protéasome 26S. De cette fagon,kBFest libéré et le dimére se
transloque dans le noyau pour activer la transonpdes genes cibles (Karin, 1999 ; Pahl, 1999)
(Figure 7). Le complexe de protéines kinases IKKEIKinase) qui phosphoryledBa contient
deux sous-unités catalytiques qui sont des sérimasé&s spécifiques didB, IKKa (IKK1) et
IKK B (IKK2), et une sous-unité régulatrice IKKNEMO («NF«B Essential Modulator») (Karin
et Lin, 2002) (Figure 7). Les activités de ces kamsont elles-mémes régulées par des kinases
comme NIK («NFkB-inducing Kinase») et MEKK1 («<MAP Kinase Kinasenidsel»).

D’autres activateurs de NEB ont été identifiés comme la sérine/thréonine $en&IP
contenant un domaine DED et les membres de lal@miRAF qui médient la réponse cellulaire
induite par quelques récepteurs du TNF (TNF-R1, -R- CD27, CD30, CD40, CD95 et la
lymphotoxineB). En effet, le récepteur de I'lL-1 utilise de nomibx adaptateurs, dont I'ubiquitine
ligase TRAF6. TRAF6 interagit avec des protéines ptatéasome qui catalysent sa poly-
ubiquitinylation. Cette ubiquitinylation est nécass a l'activation des IKK et conduit par
conséquent a la translocation de iB-dans le noyau ; I'ubiquitinylation d’une protéin@ntraine

donc pas automatiqguement sa dégradation maisgeuagntraire, I'activer (Deng at., 2000).

7. 2. Les principaux réles de NdB

7.2.1. Role dans le systeme immunitaire eflimmation

NF-kB régule la réponse inflammatoire, la réaction imitaire et la croissance cellulaire
en induisant I'expression de génes spécifiques.geees régulés par ce facteur de transcription
sont ceux codant pour les cytokines, les chimiakines récepteurs impliqués dans la réaction
immunitaire (Figure 7). Les cytokines induites pf-kB comme I'lL-13 et le TNFx peuvent
également activer NKB, ainsi par une boucle d’autorégulation positileseamplifient la réponse
inflammatoire et augmentent la durée de I'inflamprachronique. La voie NkB est importante
pour le contréle de la réponse immunitaire puisigiigermet la différenciation des lymphocytes B
en plasmocytes ainsi que la différenciation degplyotytes T par la régulation de la production de
l'IL-2 (Gerondakis etal., 1998). Le facteur de transcription MB- est impliqué dans la
pathogénese de maladies inflammatoires chroniquasne I'asthme ou I'arthrite rhumatoide mais
aussi dans l'athérosclérose et la maladie de Cpamlinduction de génes codant pour des

cytokines.
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NF-kB stimule également I'expression d’enzymes dontnegabolites sont impliqués dans la
réaction inflammatoire aigiie comme la NO-synthasdaecyclooxygénase-2 qui génére les
prostanoides (Pahl, 1999) (Figure 7).

7. 2. 2. Role dans la régqulation de I'apoptosdedf prolifération

Le facteur NFkB est également un médiateur clé de I'inductiogéiees impliqués dans le
contrble de la prolifération cellulaire et de I'spose (Barkett et Gilmore, 1999) (Figure 7). NF-
KB a été décrit comme un inhibiteur de I'apoptosaqgipalement induite par le TNF(Baldwin,
1996). De plus, il a été montré qu’lfKeétait indispensable pour la survie cellulaire étial.,
1999). Les génes codant pour les IAPs (c-1AP1, B;1ét XIAP), pour FLAP, TRAF-1 et TRAF-2
et pour des homologues de Bcl-2 sont des génesampitotiques directement activés par hB--

En activant les IAPs, NKB empéche l'activation des caspases mais il pessiamduire
'expression de membres de la famille Bcl-2 comnod-X8. qui est anti-apoptotique ou inhiber
I'expression de Bax pro-apoptotique (Bentires-Aljagé, 2001). NFKB est également fortement
activé dans certains cancers (cancers du seimpw@@®s, de la prostate, du célon) ainsi que dans
I'initiation de I'apoptose des neurones dans laadig d’Alzheimer (Yamamoto et Gaynor, 2001).

Une activation de Hsp70 par I'arsenite diminue djpfwse dans les cellules endothéliales,
cette activation de Hsp70 semble étre liée a uméndtion de I'activation de NikB. Ceci suggere
gue NFkB activé puisse étre pro-apoptotique (DeMeestal.et1997). Ryan eal. (2000) ont
montré que l'activation de NkB était essentielle pour que p53 induise I'apoptdse effet,
I'inhibition de I'activité de NFkB est corrélée a une absence d’apoptose normalentkrite par
p53. La daunomycine est un puissant inducteur detgedrs de transcription p53 et MB-:
L’accumulation de la protéine p53 dans le noyawdasta une augmentation de sa stabilité et a une
induction de son expression. L’augmentation d’egpian de p53 est partiellement régulée par
NF-kB lors d’un traitement par la daunomycine puisge’unhibition de NFB diminue la
transcription de p53 mais ne la bloque pas totatifieellin etal., 2000). Lors d’un traitement par
le benzo(a)pyréne, p53 est activée transcriptidemeint par I'induction de l'activité de N&B
(Pei etal., 1999).

NF-kB agit également au niveau du cycle cellulaire eivant par exemple la cycline D,
régulateur principal de la transition:/S, en se fixant directement sur différents sitessdn
promoteur (Guttridge etl., 1999).
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7. 2. 3. Inhibition de la voie NEB

L’activation de NFkB dépend essentiellement de la phosphorylation-dB par les
kinases IKK, phosphorylation nécessaire pour laratfgion de la sous-unité inhibitrice. Par
conséquent, des mutantkB- résistants a la dégradation par le protéasometemept I'action
anti-apoptotique de NkB et augmentent donc I'apoptose lorsqu’elle estiitedpar le TNFa, la
daunorubicine ou les radiations ionisantes (Wara.£1996a).

D’autres molécules comme les glucocorticoides agissgrace a leurs récepteurs
spécifigues et diminuent I'expression de génes igqugs dans la régulation du systéme
inflammatoire (Figure 7). Les glucocorticoides pentvinduire I'expression dekiBa et favoriser
la rétention cytoplasmique de NdB mais ils peuvent également moduler I'activatience facteur
par interaction directe avec NdB. Une autre hypothese de régulation pourrait digdpr par une
compétition entre glucocorticoides et MB-vis-a-vis de coactivateurs comme les protéines de
liaison & CREB («AMPc regulatory binding proteilvamamoto et Gaynor, 2001).

Les anti-inflammatoires non stéroidiens sont @iisdans le traitement de maladies
inflammatoires et exercent leur action en inhiblanproduction de prostaglandines synthétisées
par les cyclooxygénases (COX). L’'aspirine et lécgldte de sodium inhibent I'activation de NF-
KB en altérant la phosphorylation deBf3 (Yin et al., 1998) alors que le sulindac et ses dérivés
(sulfide et sulfone de sulindac) agissent sur IKumpinhiber NFKB (Yamamoto efal., 1999)
(Figure 7).

Les agents immuno-suppressifs comme la cyclospoehele tacrolimus agissent
differemment dans l'inhibition de NKB. La cyclosporine est un inhibiteur de la calciesl
(sérine/thréonine phosphatase dépendante du caétidemla calmoduline) qui normalement active
NF-kB. Il semblerait que la cyclosporine agisse égatgrmpar compétition avec le protéasome 20S
empéchant la dégradation d&B- Le tacrolimus bloque la translocation du cytgpte vers le
noyau de la sous-unité c-Rel de KB-(Yamamoto et Gaynor, 2001).

La dégradation de #B par le protéasome est nécessaire a I'activaterNB«kB, par
conséquent linhibition du protéasome par des nudsc comme les peptides aldéhydiques
(MG132, MG101) ou la lactacystine représente unie @inhibition de I'activation de NkB
importante (Yamamoto et Gaynor, 2001).

Des produits naturels comme les flavonoides (qtieeé resvératrol, myricétine)
impliqués dans la suppression de l'inflammatiorsague dans la prévention des cancers exercent
leurs effets en inhibant probablement I'activatam NFKB et en réduisant I'activation de IKK

(Holmes-McNary et Baldwin, 2000). Cependant, lasdénine, un stéroide végeétal, induit
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I'apoptose sur les cellules d’ostéosarcome et adlivkB (Moalic etal., 2001a).

7. 3. Le protéasome

L’activation de NFkB est fortement régulée par le protéasome puisqlie-ci dégrade |-

KB. Le protéasome est une protéase multimériqueajaiyse la derniére étape de la dégradation
des protéines intracellulaires. Il existe sous déipies formes dans les cellules eucaryotes naais |
sous-unité commune a tous les protéasomes esitsapome 20S. Le principal protéasome étudié
est le 26S. La reconnaissance du substrat peutliédae par la séquence primaire de la protéine,
ou induite aprés phosphorylation de la protéinénteraction avec une molécule chaperonne. Une
chaine de poly-ubiquitinylation est réalisée paddlition successive de molécules d’ubiquitine. La
protéine poly-ubiquitinylée est ensuite dégradée Ipaprotéasome, l'ubiquitine libérée étant
recyclée (Ciechanover, 1998).

L’ubiquitinylation est impliquée dans le contréle dycle cellulaire, dans I'endocytose,
dans la transduction du signal, dans la réparai®i’ADN et dans l'apoptose. Les protéines
PARP, Bax, Bcl-2, p53 et les complexes KBA-kB sont les principaux substrats de protéolyse
médiée par I'ubiquitine.

L’'ubiquitinylation est une étape importante de laiev d’activation des facteurs de
transcription de la famille NkB car elle permet la dégradation de la sous-unitéitrice |«B
décrite préecédemment mais elle permet égalementataration des sous-unité p50 et p52. En
effet, p105 et p100, les précurseurs de p50 etcpBBennent en position carboxy-terminale une
région auto-inhibitrice homologue &B. La phosphorylation puis l'ubiquitinylation condant a
une dégradation partielle de p100 et de pl05, ééinti ainsi la région inhibitrice et donnant
naissance aux facteurs de transcription p50 et(y&thamoto et Gaynor, 2001). Le protéasome
participe également au contréle du cycle celluldaes lequel la destruction de certaines cyclines

est requise pour la progression dans le cyclei(®y& et B, p27) (Koepp «l., 1999).
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8. Réle des protéines de choc thermique ou HSP

Les protéines de stress thermique ou Hsps (« ek sprotein ») sont codées par des
genes dont I'expression est induite lors de sttesamique, par des inhibiteurs du métabolisme
énergeétique, par des métaux lourds, par un stregdatf ou par l'inflammation. Lors de tels
stimuli, ces protéines protegent les cellules aasagt sur les protéines altérées afin d’éviter leu
agrégation (Skowyra dl., 1990). En conditions normales, les protéines Hspg chargées du
bon repliement des protéines, de leur translocatiefactivation de protéines régulatrices comme
les facteurs de transcription, de la dégradatian mtetéines et de la présentation de I'antigéne
(Helmbrecht etal., 2000 ; Jolly et Morimoto 2000). Elles sont, poas raisons, appelées protéines
chaperonnes. Ces protéines conservées au cousyvdition ont été classées en fonction de leur
poids moléculaire. La plus connue faisant 70 kDtaappelée Hsp70. La transcription des genes
hsps est permise par le facteur de stress thern(itsie) (Morimoto, 1998). La liaison des Hsps a
des protéines co-chaperonnes module l'activatios ldeps et favorise l'interaction avec les

substrats (Zylicz et Wawrzynow, 2001).

Hsp70 et d’autres protéines chaperonnes ont égatenmerble déterminant au cours de
'apoptose et de la transformation cellulaire. Umeression élevée d’Hsp70 et d’Hsp90 est
détectée dans plusieurs types de cancers (JoMogtnoto, 2000) ; en effet, la surexpression de
Hsp70 induit la transformation cellulaire dans quels types de cancers (Jaattela, 1995). Cette
induction de la tumorigénicité est permise partiac des Hsps sur la machinerie du cycle
cellulaire. En effet, Hsp70 et Hsp90 interagisseardc des protéines contrélant le cycle cellulaire
comme p53, pRb ou p27. Hsp90 peut se lier a pS3agauet stabilise la liaison de p53 a 'ADN
(King et al., 2001). Certaines Hsps empéchent p53 mutée deassldquer dans le noyau en
masquant le signal de localisation nucléaire (Akalaial., 2001) et jouent également un rdéle dans
la régulation de I'équilibre de p53 cytoplasmiquenacléaire. Ces protéines agissent également
sur des kinases impliguées dans la cascade ddisagioa d’activation de mitogenes comme les
Raf ou MAP Kinases. Récemment, il a été décrit gp’F0 pouvait réguler négativement
différentes étapes de la voie apoptotique dépeadanindépendante de p53 (Beeralet2000 ;

Li et al., 2000a). Il a été décrit que I'effet anti-apopiat de Hsp70 ne modifiait ni la libération
du cytochrome c¢ ni la quantité de caspase actinédépit d’'une augmentation du nombre de
cellules non apoptotiques, suggérant que I'actrateptrice de Hsp70 est postérieure a I'activation
des caspases (Jaattelaabt 1998). En revanche, une autre étude relate urexgession de
l'activation de la caspase-3 par Hsp70 sans qudolestions mitochondriales soient affectées
(Mosser etal., 1997). Beere etal. (2000) ont montré qu’Hsp70 supprimait I'apoptose e
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s’associant directement avec Apaf-1, empéchanti &nsecrutement puis l'activation de la
procaspase-9 et par conséquent 'assemblage daptagome fonctionnel.

Toutefois, le role protecteur des Hsps n’est patesyatique. En effet, il a été montré dans
certaines conditions, qu’Hsp70 et Hsp90 pouvaiedtire I'apoptose (Liossis @l., 1997 ; Galea-
Lauri etal., 1996). Récemment, il a été décrit qu'Hsp60 Ieéaisous forme de complexe dans la
mitochondrie pouvait étre libérée dans le cytosgyavait favoriser I'activation de la caspase-3

de maniére ATP-dépendante aprés un stimulus prptafigue (Xanthoudakis eil., 1999).
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lI- Le cycle cellulaire

Le cycle cellulaire est un mécanisme conservé pqudl les cellules eucaryotes se
dupliguent. Dans I'organisme, 'homéostasie desusrésulte de I'équilibre entre les cellules qui
vont mourir et les cellules nouvellement formées.d@ntréle de 'homéostasie est permis par la
connexion entre le cycle cellulaire et la mort welire programmée. La réparation de 'ADN se
fait en méme temps que le cycle cellulaire ou ¢ay@obtose pour maintenir I'intégrité génomique
des cellules, essentiel pour leur fonctionnemenieet survie. Des lésions sur 'ADN ou une
mauvaise réplication de celui-ci peuvent actives daes spécifiques de transduction. L’activation
de points de contréle peut induire un arrét tempo@du cycle cellulaire et parfois une réparation
de I'ADN.

1. Les différentes phases du cycle cellulaire

Le cycle cellulaire est une série d’évenements ptent a la cellule de se dupliquer. La
transmission de I'information génétique d’une della une cellule fille nécessite la réplication du
génome pendant la phase S et sa séparation emdauglles cellules filles pendant la mitose ou
phase M. Les phases S et M sont des évenementmwuggoureusement ordonnés pour

permettre une duplication correcte de la cellutessseccumulation d’anomalies génétiques.

La majorité des cellules animales et végétalesreissance ne se divisent que toutes les 10 a 24
heures et d’autres encore bien plus rarement. Darganisme adulte, beaucoup de cellules
comme les cellules nerveuses et les cellules dwlmsdrié ne se divisent plus alors que les
fibroblastes qui assurent la guérison des blesswes divisent qu’a la suite de lésions. Lors d'un
cycle cellulaire normal, on observe une pause datsynthése d’ADN ou phase S et la division
cellulaire ou phase M (mitose), une autre apréwitase et avant la phase S suivante. Le cycle
cellulaire comprend donc la phase M, une phagg@s pour Gap ou intervalle), la phase S
(synthese d’ADN), et une phase (Becond intervalle) avant le retour a la phasd.Mnsemble

des périodes G S et G séparant deux mitoses est nommé interphase (Buakj 2000) (Figure

8). Dans les tissus, certaines cellules commeldeshiastes suspendent leur cycle cellulaire aprés
la mitose, sortent de la phase @ur entrer en phase quiescente I durée de la phase @st
caractéristique du type cellulaire alors que laédutes autres phases est similaire quel que soit le

type cellulaire.



64

NAV.| Ins suoisg

————>qyd eqd

V BUI[PAD + + \

9/09

S
2op0
v/3 mc__%o/ 962909
qyd +
+ - \
L/ / 2op0
9/Xad + O
+ @ ga/Vv auljph)d
a aulphD 2opD
MVO
&\ o
v aulphd

plexes cyclines/CDK

Fig. 8 : Cycle cellulaire et régulation par les com

(d’aprés Pucci et al., 2000)



65

La mitose dure environ 30 minutes dans les cellal@solifération rapide, la phase S 10
heures et la phase,@ heures.

Le contenu relatif en ADN des cellules au courscylde cellulaire varie d’'une quantité
donnée n en phase; @ une quantité 2n en phase S apres réplicatiotie @Qeantité 2n est
maintenue pendant les phaseseGM. Il est donc facile de reconnaitre les statiess lesquels les
cellules se trouvent lors du cycle cellulaire pange analyse du contenu en ADN a l'aide d’un
trieur de cellules (FACS). Pendant linterphases, ARNs et les protéines sont synthétises, la
cellule répare également les anomalies dans ’ADNogt pu apparaitre au cours de la phase S
(erreurs de copie de I'ADN). Pendant la phase M, dgnthéses d’ARNs et de protéines sont

interrompues en raison de la condensation extr&@BN dans les chromosomes mitotiques.

Les drogues anti-cancéreuses actuellement conmgissent essentiellement sur les phases
S et M du cycle cellulaire. Certaines des drogugssant pendant la phase S sont des dérivés de
nucléotides (antimétabolites) alors que les drogugssant pendant la phase M sont des poisons

des microtubules qui perturbent I'organisation asefau mitotique.

2. Régulation du cycle cellulaire

La durée du cycle cellulaire ainsi que son déroel@nsont contrélés aux différents points
de transition G1/S et G2/M mais aussi dans la plsagmr des complexes protéiques appelés
cyclines/kinases dépendantes des cyclines (CDKkslehlan efal., 1995). Lors de lésions sur
I’ADN ou d’'un mauvais alignement des chromosomesigaau du fuseau mitotique, le cycle est
arrété au niveau de ces points de contrble poungite la réparation des dommages. Aprés
réparation, la cellule poursuit son cycle cellidainais si les Iésions sont trop importantes paer ét

réparées, la cellule entre en apoptose.

2.1. Les complexes cyclines/CDK

2.1.1. R6le des complexes cyclines/CDK dans ddecsellulaire

La progression de la cellule dans les différentessps du cycle cellulaire est médiée par
l'activation transitoire de complexes cyclines/CDKes CDK appartiennent a la famille des
sérine/thréonine kinases et leur activité kinadedépendante de la présence des cyclines. Les
cyclines requises pour le déroulement de chacusepbases du cycle cellulaire sont fortement
induites lors de la phase concernée puis leur egfme est diminuée pendant les phases au cours

desquelles elles n’interviennent pas.
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<= Déroulement du cycle cellulaire et expressiona®aplexes cyclines/CDK

Lorsque les cellules quiescentes entrent danschale cellulaire, le géne de la cycline D
est induit et la cycline peut alors se complexex &DK4 ou 6 permettant & la cellule de
progresser en phase G1 (Sherr, 1993) (Figure &).cbenplexes cycline E/Cdc2 (ou CDK2) et
cycline A/Cdc2 contrélent la progression des ceBude la phase;@ la phase S (Sherr et Roberts,
1999). L’activité des complexes cycline/CDK estuiég par des mécanismes agissant au niveau
de la formation des complexes ou au niveau de tsgiforylation des CDK qui est nécessaire a
leur activité. La phosphorylation des CDK par d@sages activatrices ou CAK pour «CDK-
activating kinase» favorise leur activité. A la file la phase G1, apres le point de restriction, la
cellule peut entrer en phase S et les complexdseygcD/CDK sont alors inactivés alors que la
cycline A se lie a Cdc2 pour permettre la traneiti®1/S. L'un des principaux substrats du
complexe cycline D/CDK est la protéine du rétinsbdane (pRb). La phosphorylation de pRb
initiée par ce complexe au cours de la phasesBamplifiée par le complexe cycline E-Cdc2 apres

activation (Figure 8).

La transition G2/M est permise par la présenceamptexes cycline A/Cdc2 ou cycline
B/Cdc2. Les complexes cycline B/Cdc2 s’accumulamdant la phase &lu cycle cellulaire mais
sont rendus inactifs par des kinases qui phospiaryCdc2. L'entrée en mitose nécessite la
déphosphorylation de Cdc2 par la phosphatase CD@861is et Medema, 2001) (Figure 8). Les
complexes cyclines A/Cdc2 et B/Cdc2 activés maimmimt pRb hyperphosphorylée jusqu’au
début de la mitose avant qu’elle ne soit hypophospée pour la prochaine phase. Ga fin de la
mitose se produit lorsque la cycline B est ubiquite et dégradée par le complexe d’'induction de

I'anaphase (APC pour « Anaphase-Promoting Complex »

<~ Reégulation du point de transitiom/(S

L’inhibition des complexes est importante pour duction de I'arrét du cycle cellulaire.
Les CDK sont régulées négativement par les souéainihibitrices de CDK ou CKI pour «CDK
inhibitor». Dans les cellules de mammiferes, ddagses de CKI, les familles Cip/Kip et les INK4
(« inhibitors of CDK4 »), ayant des spécificitésstilaires différentes, permettent le contrle du
cycle cellulaire en réponse a des signaux intra-exta-cellulaires (Harper et Elledge, 1996)
(Figure 8). La famille Cip/Kip inclut les protéingelVaCiPL 5oL of n5 P2 - a5 INK4

. . b k4
comprennent quatre membres qui sont trés souvet#sndans les cancers, Mé, plén a

p18"™4 et p19™49 (Sherr et Roberts, 1999). Les protéines régutgtrite la famille INK4 inhibent

spécifiguement les CDK4 et CDK6 pendant la phasal@s que les protéines régulatrices de la
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famille Cip/Kip peuvent inhiber l'activité des CDpendant toute la durée du cycle cellulaire.

L’arrét du cycle cellulaire par les protéines déalmille des INK4 dépend de la présence de
la protéine du rétinoblastome pRb sous sa formeopiypsphorylée. Les INK4 inhibent
l'activation des complexes cycline D/CDK ce qui niant pRb hypophosphorylée et active afin
d’induire I'arrét du cycle cellulaire en;GLa protéine p1'8k4a provogue un arrét en;@&@n réponse
a des lésions sur I'ADN de facon indépendante & ebempéchant la phosphorylation de pRb
par les complexes cycline D/CDK (Shapiro at, 2000). Lorsque les cellules normales sont

exposees a un agent génotoxique, la protéine pb& da transcription du gene p\ﬁiﬂ/Cipl. La

protéine pZWafl/C'IOl va se lier aux complexes cycline E/Cdc2 et lestimar conduisant a une

déphosphorylation de la protéine pRb et a un auétycle cellulaire en phase @Brugarolas et
al., 1999 ; Stewart et Pietenpol, 2001).

La phosphorylation de pRb semble étre facilitéedatelle est associée a des protéines de
la famille Cip/Kip mais aucune expérimentation p&mis de définir exactement cette interaction.
L’accumulation des complexes cyclines D/CDK faveria phosphorylation de pRb et permet
I'activation du complexe cycline E/Cdc2. Une foidtiaée, ce complexe phosphoryle 5% et

entraine sa dégradation, ce qui permet le passageint de restriction (Sherr et Roberts, 1999).

<~ Reégulation du point de transitiorn;®

Un stress geénotoxique peut é€galement entrainerriét du cycle en phase ,Goar
linduction des protéines ATM («ataxia telangieatimutated») et ATR («<ATM and Rad3-
related») qui inhibent Cdc2 (Pientenpol et Stewa@)2). ATM active la kinase du point de
transition 2, Chk2 (« checkpoint kinase 2 ») apgfist des radiations ionisantes alors que ATR
active la kinase Chkl apres effet des radiations. W¥s deux kinases phosphorylent la
phosphatase CDC25C sur la sérine 216 permettard prdtéine 14-3-3 d’interagir. Cette
interaction entraine la translocation de CDC25(dyau vers le cytoplasme et sa séquestration
dans ce dernier compartiment. Cdc2 est inactivequglle reste phosphorylée et la cellule ne peut
donc pas progresser en mitose (Abraham, 2001).gQe&ltravaux laissent supposer que p53 joue
un role important dans l'arrét du cycle cellulage G. En effet, p53 régule positivement la
transcription des protéines p21 et 14-3-3 (Herngekiral., 1997 ; Bunz e&l., 1998). L’activation
de p21 par p53 provoque une diminution d’expresdmia cycline B et de Cdc2 (Innocenteakt
1999).

<= Régulation de la mise en place du fuseau mitotique
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Les protéines MAD2 (« mitotic arrest deficient ») BUB1 (« budding uninhibited by
benomyl ») régulent la progression de la mitosenéeragissant avec le complexe APC et en
linhibant, ce qui empéche I'entrée en anaphassler le fuseau mitotique est altéré (Musacchio
et Hardwick, 2002).

2.1.2. Réle des complexes cyclines/CDK dans papse

Plusieurs données révelent l'influence qu’ont lemplexes cyclines/CDK sur I'exécution
ou non de la mort cellulaire. Harvey &t (1998) ont décrit I'activation caspase-dépendalete
complexes cycline A/ICDK pendant la phase effectdeda mort cellulaire. Dans des thymocytes
en apoptose, Cdc2 est activée mais seulement Baxi, protéine pro-apoptotique, est activée ou
lorsque Bcl-2, protéine anti-apoptotique, est igkib(Gil-Gomez etal., 1998). Cependant,
limplication de Cdc2 est dépendante du systéemkilegke et du stimulus utilisé puisqu’elle n’a
pas lieu lors de I'apoptose induite par I'étoposidedexaméthasone, les irradiations par les UV, la
déprivation de sérum ou Fas (Kasten et Giordan®8)l9.a cycline D semble étre une autre
protéine régulatrice du cycle cellulaire égalemanpliguée dans l'apoptose. En effet, une
surexpression de cette protéine induit I'apoptosmsdles cellules neuronales ou dans les
fibroblastes (Kasten et Giordano, 1998). Mais cattevation des cyclines pendant 'apoptose peut

étre la conséquence des phénomenes apoptotigues kt cause.

2.2. La protéine p21

2.2.1. Rbéle de p21 dans le cycle cellulaire

p21 fait partie des Cip/Kip, inhibiteurs de CDK sgant dans n’'importe quelle phase du
cycle cellulaire. El-Deiry eal. (1993) ont montré que l'activité anti-tumorale @8 était médiee
par de nombreux genes posseédant des élémentsaisecp p53 au sein de leur promoteur. L'un
fl/CipL

d’entre eux a été nommé WAF1 puis Wﬁ Ce gene est induit en présence de la protéine

p53 sauvage et non en présence d’'une p53 mutégression de WAF1 dans plusieurs lignées
cellulaires en culture inhibe leur prolifératiora transcription de p21 est sous la dépendance de
p53 qui agit alors comme facteur de transcriptidm( 1997). Une fois exprimée, p21 va se lier
aux complexes cycline D/CDK4, cycline D/CDK6 ou lnye E/Cdc2 et les inactiver, conduisant
alors a une hypophosphorylation de pRb et a unt duéycle cellulaire (Stewart et Pietenpol,
2001). De plus, la transfection de p53 ou de p2isdkes cellules ne les exprimant pas conduit a

une réduction de I'expression de la cycline A aing accumulation des cellules en phase G
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(Huang efal., 2001). Brugarolas el. (1995) ont montré que lorsque le gene de p21 pitmé,
aucun arrét du cycle cellulaire n’était induit apiéadiation alors qu’en sa présence le cycle
cellulaire est arrété en phasq. ®@ans les cellules quiescentes, p27 est forteregptimée
contrairement a p21 dont I'expression est augmesméeponse a des signaux mitotigues pendant
la phase G(Sherr et Roberts, 1999). Le butyrate de sodiwtitri’expression des CKI, p21, p27
et p16 dans les cellules exprimant p53. Curieuserdans des cellules exprimant une p53 mutée,
'expression de p21 est induite de facon plus irtgode. Le butyrate de sodium induit donc
'expression de p21 de facon dépendante ou indgpeedie p53. La transfection de p53 dans des
cellules de muscles lisses induit I'expression 2i&, gntraine un arrét du cycle cellulaire en phase
G, et en phase £V et induit I'apparition d'un pic sub-Gsouvent associé aux cellules
apoptotiques (Katayose ak, 1995). De plus, p21 est impliquée dans l'arrétytle cellulaire en

G, lorsqu’elle est induite par p53 car, lors d'ungalidation de p53 ou de p21, les cellules ne
s’arrétent pas en nais entrent en mitose (Bunzagt, 1998).

2.2.2. Rble de p21 et p27 dans I'apoptose

L’inhibiteur de CDK, pZXVa” peut également inhiber 'apoptose comme I'ont méohtl et
al. (1998b), cette inhibition semblant étre dépenddet€dc2. Contrairement a p21, le role de p27
dans I'apoptose n’est pas encore bien défini g€ resntroversé. Une surexpression de p27 peut
entrainer I'apoptose dans différents types cellesa{\Wang etl., 1997) mais p27 peut également
avoir des effets anti-apoptotiques comme I'ont moitiromura etal. (1999). D’autres données
ont montré que p21 et p27 étaient des cibles dspasas, liant donc ces deux molécules a
'apoptose. Pendant une privation en sérum quiiirithpoptose, la partie carboxy-terminale de
p21 et p27 est éliminée, ce qui empéche leur lags€dc2 (Pucci al., 2000). p21 est une cible
des caspases lors de I'apoptose induite par dadidationsy (Gervais efal., 1998) ou par le TNF
(Donato et Perez, 1998). p27 est clivee par laassesf pour générer un fragment de 23 kDa
pendant I'arrét du cycle cellulaire en @G.oubat etal., 1999). Le fait que ces deux CKI puissent
étre clivés suggerent que Cdc2 pourrait en plusaterdle dans le contrdle du cycle cellulaire
avoir un réle dans l'induction de I'apoptose déperd des caspases (Levkaalet1998).

2.3. La protéine pRb

Une autre protéine peut encore réguler négativereemtcle cellulaire, il s’agit de la
protéine du rétinoblastome pRb, produit du gene BRdpresseur de tumeurs. Cette protéine peut

eégalement intervenir dans l'apoptose (Vermeuleralet2003). pRb fait partie d’'une famille
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comprenant également pRb2/p130 et p1l07. Les geowent ces protéines sont souvent mutés
dans de nombreux types de cancers comme les rigstomes, les carcinomes de poumons, les

cancers du sein, les cancers des os ou de lafgr¢Rikey etal., 1994).

2.3.1. Structure de la protéine pRb

La protéine pRb est composée d’'un domaine amimoitat, des domaines centraux A et B
et d'un domaine carboxy-terminal. L'intégrité stw@le des domaines A/B est nécessaire a
l'interaction de pRb avec d’autres protéines contt2& ou les protéines histones déacétylases
(HDAC). Des analyses cristallographiques de lacttine de pRb montrent qu’elle peut se lier a
plusieurs protéines simultanément. Le domaine sgrberminal et le domaine amino-terminal
semblent également impliqués dans la fonction ggression des tumeurs de pRb. Le domaine
carboxy-terminal possede une fonction de liaisdiABN et le domaine amino-terminal parait
nécessaire a l'intégrité fonctionnelle de pRb ¢4 #iaison de pRb a quelques protéines comme
Hsp70 (Zheng et Lee, 2001). Les protéines homobgis0 et p107 possédent également les
domaines A/B leur permettant d’interagir avec E2kes protéines HDAC de la méme fagon que
pRb et par conséquent de médier un arrét du cyallalaire. Cependant pRb, p107 et p130
s’associent a des membres difféerents de la far&illé, ce qui suppose qu’elles aient un role

légerement différent dans la régulation du cycleitzére (Nevins, 1998).

2.3.2._Rdle de pRb dans l'arrét du cycle celielan G

<~ Mécanismes de régulation transcriptionnelle pabpR

L’arrét du cycle cellulaire en Gse fait par la liaison de pRb hypophosphorylédaateur
de transcription E2F qui normalement induit I'exgmien des génes de protéines impliqguées dans
I'entrée des cellules en phase S ainsi que darsyrithése d’ADN (Dyson, 1998) (Figure 9).
D’autres protéines pouvant participer a la régatatiranscriptionnelle induite par pRb sont
actuellement étudiées ; RIZ (« Rb-interacting Zinger protein »), RbaK (protéine de la famille
« KRAB-Zinc-Finger ») (Zheng et Lee, 2001). Bieneda formation du complexe pRb/E2F soit
fortement impliquée dans l'arrét du cycle cellidamédié par pRb, cette derniére peut également
exercer son activité par lintermédiaire des prwsi HDAC (Figure 9); pRb permettrait
l'interaction de HDAC a I'ADN, ce qui altérerait kstructure de la chromatine. Mais pRb peut
directement altérer la structure de la chromatméngeragissant avec les protéines BRG1 et Brm
(Figure 9), qui régulent le remodelage des nuckesode facon ATP-dépendante (Strobeal et
1996).
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<= Régulation de pRb en phase G

L’activité de la protéine pRb est modulée au caluscycle cellulaire par son degré de
phosphorylation. La forme hypophosphorylée de p&ldeminante au début de la phasepGis
dans la phase M alors que la forme hyperphospholsé présente a la fin de la phageeGest
maintenue pendant les phases $eGM (Figure 9). Doisneau-Sixou &t (2003) ont montré que
le tamoxifene associé a un inhibiteur de la farhttapsférase induisait un arrét du cycle cellgair
accompagné d’une diminution de la phosphorylatierpBb. L'induction des complexes cyclines
D/CDK, impliqués dans la phase G1, coincide avattifition de la phosphorylation de pRb
(Figure 9). pRb hyperphosphorylée ne peut plugagie avec E2F ou HDAC et par conséquent
n'exerce plus de répression sur la transcriptios genes impliqués dans la phase S (Harbour et
Dean, 2000). E2F peut donc induire I'expressiomgélees comme ceux codant pour les cyclines E
et A, et HDAC peut induire I'expression de la cgeliE. Les complexes cycline E/Cdc2
nouvellement formés augmentent alors le degré depttorylation de pRb (Figure 9). La protéine
pRb associée a BRG1/Brm régule les genes normateimduits dans la phase S (cycline A et
Cdc2) (Figure 9). Une fois que pRb est phosphorgsde complexe cycline E/Cdc2, le complexe
pRb/BRG1/Brm se dissocie ce qui entraine I'inductie la cycline A et de Cdc2. Les deux types
de répression transcriptionnelle exercée par pRbsacessivement levés par phosphorylation de
celle-ci, ce qui maintient I'activité des complexaglines/CDK dans un ordre bien précis (Figure
9).

2.3.3. Rbéle de pRb dans la progression du cylalaire

Le complexe pRb/E2F réprime I'expression de laiogch et favorise la dégradation de la
cycline B a la fin de la phase S. Celle-ci est daveau induite au cours de la phasep@is
activée pour permettre I'entrée en mitose. L'acclatmn de la cycline B se fait lorsque pRb est

phosphorylée par le complexe cycline E/Cdc2 (Zhetrigee, 2001).

La protéolyse est un des principaux mécanismedaggla progression en phase M et le
complexe APC semble essentiel dans la dégradatigrcytlines mitotiques. En interagissant avec
un des composés du complexe APC, la protéine pRirgabcontroler le déroulement de la phase
M. De plus, pRb peut s’associer a Hecl (« highlgregsed in cancer »), une protéine qui interagit
avec le protéasome 26S et inhibe la dégradatiosyddimes mitotigues comme la cycline A (Chen
etal., 1997) (Figure 9). En outre, la protéine pRb pgaralispensable a I'arrét du cycle cellulaire
en G/M induit par p53 (Flatt eal., 2000).
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Il est également supposé que pRb joue un rble i@aosntréle de la synthese d’ADN, et
inhibe celle-ci lorsque 'ADN est endommageé. Cdtypothése est confortée par le fait que pRb
peut s’associer a un facteur permettant la réjpbicaiu agir sur la transcription de génes impliqués
dans la réplication de I'ADN. Cette inhibition parprotéine pRb permet de maintenir I'intégrité
du génome (Zheng et Lee, 2001).

2.3.4. Rbéle de pRb dans I'apoptose

Le role de pRb en tant que facteur anti-apoptotméé montré dans différents systemes,
notamment dans la mort cellulaire induite par |IeFIg3 (Fan etal., 1996), par I'lFINy (Berry et
al., 1996) ou par des irradiations (Haas-Kogaalgtl995). Plusieurs auteurs ont également décrit
le clivage de pRb par les caspases dans l'apoptmiete par le TNF, la staurosporine, ou
I'activation de Fas (Janicke at, 1996 ; Dou eal., 1997).

2.4. Role de la protéine p53

L’altération des fonctions de p53 dans les diffé&sezancers a permis de constater son réle
aussi bien dans le controle de la croissance aekyl dans I'apoptose, dans le contrble de
l'intégrité du génome que dans la réparation d®NA(Levine, 1997). Plusieurs stimuli, comme
des lésions sur ’ADN, I'hypoxie, I'activation d’angenes, la déplétion en facteurs de croissance,
ou les chocs thermiques entrainent son activatioralggmentant le taux de transcription du
messager ou en augmentant la durée de sa demiAagnér etal., 1995). En réponse a ces
stimuli, p53 peut induire un arrét du cycle celirdaafin de permettre la réparation de I'ADN avant
la division cellulaire ou linitiation de I'apoptes Dans la majorité des cancers, on observe une p53
mutée mais sans altération de son activité, etdéigles cancéreuses ayant une p53 sauvage sont
souvent défectueuses en facteurs intervenant dastabbilisation ou l'activité de p53 (Hainaut et
Hollstein, 2000).

Cette protéine régule une grande variété de ganpkgués dans diverses fonctions (Figure 10).
Elle peut conduire a un arrét du cycle cellulaineaetivant la CKI p21, la cycline D, Gadd45, le
cofacteur 14-3-3. Elle peut également réguler daseg comme Bax, BcleX TGFa, Fas, FasL,
DR5 impliqués dans I'apoptose ou le gene Gaddl148igoe dans la réparation de 'ADN. De
plus, elle peut moduler sa propre activité en isdui le gene mdm2 (« murine double minute 2 »)
(Bargonetti et Manfredi, 2002). D’autres génes dépats de p53 ont été décrits comme les génes
codants pour Apaf-1, NOXA (Oda etl., 2000a) et PUMA (« p53-upregulated modulator of
apoptosis ») (Nakano et Vousden, 2001). NOXA et PPUSbnt tous les deux membres de la
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famille Bcl-2 possedant un domaine BH3. Le niveas tésions sur 'ADN est également un
facteur contribuant au choix entre survie ou meiftutaire. La protéine p53 peut réguler cette
grande variété de genes en s’associant de facectigél a différents facteurs de transcription. La
protéine p53 peut interagir avec des protéinesigquges dans la transcription comme,DFen se
liant & sa sous-unité TBP (« TATA box-binding pmte) (Farmer efal., 1996). Les protéines
p300/CBP (« CREB-binding protein ») se lient au doma amino-terminal de p53 et sont

egalement impliquées dans la fonction transactoatie p53 (Gu adl., 1997).

2.4.1. Structure de la protéine p53

p53 est une phosphoprotéine nucléaire de 393 aai@ses qui induit la transcription de
différents genes lorsqu’elle est sous forme deanédre. Elle est constituée de trois domaines
principaux, un domaine de transactivation en antémotinal, un domaine de liaison a 'ADN et un
domaine responsable de son oligomérisation localis€&arboxy-terminal (Stewart et Pietenpol,
2001) (Figure 10). Deux diméres interagissent gealeirs hélicest pour former le tétrameére. Le
tétramere peut ainsi se fixer sur des séquencasseséde I'’ADN pour exercer son activité
transcriptionnelle. Les séquences sur lesquelldxasg53 contiennent deux copies du motif 5'-
Pu-Pu-Pu-C-(A/T)-(T/A)-G-Py-Py-Py-3' (Pu, base pue et Py, base pyrimidique) et il existe
environ 200 a 300 éléments de réponse a p53 daéntene (Funk etl., 1992).

2.4.2. Réqulation de I'expression de p53

Le niveau d’expression des genes dépend de laitudatp53 dans la cellule et du type de
stress utilisé pour induire p53 (Bargonetti et Madf, 2002). En effet, différents types de Iésions

sur 'ADN activent diverses kinases qui phosphari/fgs53 sur des résidus sérine ou thréonine.

<= Régulation de p53 par MDM2, ATM/ATR et JNK

Dans les cellules normales, I'expression de p53nesintenue a un faible taux par
I'interaction avec son régulateur, MDM2. Le genemn2dest induit par p53 et la protéine MDM2
inhibe l'activité transcriptionnelle de p53 en dimant sa stabilité et en favorisant sa dégradation.
Elle favorise la relocalisation de p53 du noyawsvercytoplasme (Alarcon-Vargas et Ronai, 2002)
et facilite également la dégradation de p53 paprt@éasome dans le cytoplasme (Figure 11).
MDMZ2 est également capable de s’auto-ubiquitingklgpeut provoquer sa propre dégradation dans

certaines conditions.
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MDM2 contient un domaine de localisation nucléaimsi qu'un domaine d’exportation
nucléaire, ce qui favorise son va-et-vient entrey®plasme et le noyau. Les kinases DNA-PK
(« DNA-activated protein kinase »), ATM, ATR et p88pliquées dans les activités de MDM2
sont les mémes qui phosphorylent p53, ce qui réiélmite régulation entre ces deux protéines
(Figure 11). La phosphorylation de p53 par p38 aagm sa stabilité alors que la phosphorylation
de MDM2 par cette méme kinase augmente la dégoeddé MDM2. De la méme maniere, ATM
augmente la stabilité de p53 mais favorise I'exporléaire de MDM2 empéchant donc son action
sur p53 (Alarcon-Vargas et Ronai, 2002) (Figure. 1) surexpression de MDM2 est fréquente
dans les cancers comme les ostéosarcomes et ¢asooaes. Arriola etl. (1999) ont montré que
linhibition de la transcription de MDM2 par I'étogide, un inhibiteur de la topoisomérase I,
activait p53. Les phosphorylations de p53 sur kE$nes 15, 20 et 37 alterent linteraction de
MDM2 avec p53. En effet, Gao af. (1999) ont montré que différents agents anti-canoe
(doxorubicine, étoposide, cisplatine) phosphoryiaip53 sur la sérine 15 et favorisaient par
conséquent lactivation de p53. L’induction de laiev des kinases de la famille de la
« phosphatidylinositol 3-kinase related kinase $KK9 par le cadmium, un inhibiteur de la
prolifération et inducteur puissant d’apoptoserant la phosphorylation de p53 sur la sérine 15
(Matsuoka et Igisu, 2001). Les protéines ATM et A@Rgmentent la stabilité de p53 en la
phosphorylant sur la sérine 15 et en phosphoryéakinase Chk2 qui a son tour phosphoryle p53
sur la sérine 20 (Figure 11). Les deux sites (sérih5 et 20) non phosphorylés semblent
indispensables a l'interaction de p53 avec MDM2a(ébn-Vargas et Ronai, 2002). La protéine
ATM peut également, en phosphorylant directementM2Dempécher I'export nucléaire de p53
et donc empécher sa dégradation dans le cytoplasims, p53 est stabilisée et peut s’accumuler

dans le noyau (Unger at., 1999) (Figure 11).

La protéine p53 peut également étre régulée pampilettines p300/CBP et JNK. La
phosphorylation de p53 sur la thréonine 81 par Xé¢knble jouer un réle important dans la
stabilité de la protéine (Buschmann adt, 2001). La phosphorylation de p53 sur la sérine 15

augmente son affinité pour les co-activateurs p3Be@.

<= Les différents sites de phosphorylation et lele dians I'activité de p53

Diverses phosphorylations ou acétylations influaehda liaison de p53 a I'ADN, sa
multimérisation, son interaction protéine-protéire¢ son activité transcriptionnelle. Les
modifications de p53 les plus connues sont lesgitaylations situées au niveau des sérines 6, 9,
15, 20, 33, 37 et 392, la phosphorylation des ussitiréonine 18 et 81, la déphosphorylation de la
sérine 376 et les acétylations sur les lysines 328 .et 382 (Meek, 1998).
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* Phosphorylations sur les sérines 15 et 20

Des mutations au niveau des sérines 15 et 20 rilt€aetivité pro-apoptotique de p53
contrairement a d’autres mutations. Ces deux seoné donc un rdle crucial dans I'induction de
'apoptose p53-dépendante. La phosphorylation dspf les sérine 15 et 20 est importante pour
sa stabilisation, son induction et sa fonction gemtivatrice (Unger eal., 1999) puisqu’elle

empéche MDM2 de réguler p53.

De récentes études montrent que les kinases dnidef des MAPK («mitogen-activated
protein kinase») comme ERK («extracellular sigmgelated protein kinase»), JNK («c-Jun NH
terminal kinase»), ou p38 peuvent phosphorylegédifiits sites de p53, y compris la sérine 15. Ces
protéines sont des sérine/thréonine kinases qusrirattent les signaux extra-cellulaires en se
transloquant dans le noyau et en phosphorylantjéless cibles comme p53 ou AP-1 (Schaeffer et
Weber, 1999). Les kinases de la famille de la Piitihme la DNA-PK, 'ATM ou I'ATR sont
egalement impliquées dans la phosphorylation desp3a sérine 15 (Meek, 1998). Ces kinases

semblent étre activées lorsque I’ADN est altéré.

Le mécanisme de phosphorylation de p53 sur laes@nest peu étudié contrairement au
mécanisme phosphorylant la sérine 15. Récemmerd, eXial. (2001) ont montré que la
sérine/thréonine kinase PIK3 (« Polo-like Kinase) Jactivée par les radicaux libres oxygénés

phosphorylait p53 sur la sérine 20.

Il est également connu que ERK phosphoryle p53esuthréonines 73 et 83 (Milne &,
1994), JNK la phosphoryle sur la sérine 34 (Milneale 1995) et p38 phosphoryle p53 sur la
sérine 392 ou sur les sérines 33 et 46 (Bulaval.e1999). Cependant, JNK peut se lier a p53 et
favoriser sa dégradation de facon indépendante dBIXMlorsque JNK est inactive (Fuchsadt,
1998). Shieh etal. (1999) suggérent que le domaine amino-terminalp88 puisse étre

phosphorylé par un complexe contenant plusieuigsies.

* Phosphorylation sur la sérine 392

La phosphorylation de p53 sur la sérine 392 faeofss stabilité du tétramere et par
conséguent son activité transcriptionnelle (Haoaket 1996 ; Sakaguchi eal., 1997). Cette
phosphorylation se fait en général apres une etiposie la cellule a des radiations UV qui
génerent des Iésions importantes sur 'ADN (Kapetal., 2000). Les radiations UV induisent la
phosphorylation de p53 au niveau des sérines desides amino et carboxy-terminaux alors que

les radiationg induisent une phosphorylation de p53 sur la séhe_es differences de réponses



79

au niveau de p53 face a ces deux types de radigtienvent s’expliquer par le type de Iésions
provoquées sur '’ADN. Les radiations UV provoqueles dimeres de thymine alors que les
radiationsy induisent des cassures de ’ADN double brin (Laletl998a). La phosphorylation de
la sérine 392 peut étre meédiée par la caséine &kifla@Meek etal., 1990) mais aussi par les
kinases de la famille de la MAPK comme p38 quiassivée lors de radiations UV (Keller ait,
1999). Il est supposé que la phosphorylation swetine 392 facilite I'oligomérisation de p53 et
permet également la phosphorylation sur la séftné# plus, Houser etl. (2001) ont montré que
la camptothécine et la zéocine induisaient pendante la durée du cycle cellulaire une

accumulation de p53 phosphorylée sur la sérine 392.

+ Autres sites de modifications

L’augmentation de l'affinité de liaison de p53 ADN nécessite une déphosphorylation de
la sérine 376, ce qui favorise la liaison de p38 @rotéine 14-3-3 et augmente la liaison de p53 a
'ADN (Waterman etal., 1998) (Figure 11). Une phosphorylation sur laneed6 semble étre
importante dans linduction de I'apoptose par p&Rlgd etal., 2000b), mais elle empéche la
phosphorylation de p53 sur la sérine 15 (Bulavialgt1999). La phosphorylation de p53 sur la
thréonine 81 n’est pas suffisante pour induire aoctivité transcriptionnelle (Buschmann at,
2001). L’acétylation de p53 sur les sites 320, 33382 est impliquée dans I'activité
transcriptionnelle de p53 et semble étre dépendimta phosphorylation de la protéine (Gualet
1997). En effet, la phosphorylation de p53 sursksnes 33 et 37 favorise I'acétylation de p53 en
carboxy-terminal et augmente son affinité de liniad’ ADN (Sakaguchi eal., 1998).

2.4.3. Rble de p53 dans l'arrét du cycle celtelai

L’activation de la transition G1/S est caractérip@e I'accumulation et I'activation de la
protéine p53 dans le noyau. Le role de p53 dapsoléération se fait principalement au niveau de
la phase G1 du cycle cellulaire par I'inductionl@ggpression de p21 (Kim, 1997) et I'inhibition
de I'expression des complexes cycline D/CDK ouiogcE/Cdc2 impliqués dans l'initiation de la
phase S. Dans ces conditions, pRb ne peut étreplpbigdée, ce qui empéche la cellule de
progresser en phase S (Figure 9). p53 peut égaleagin sur le cycle cellulaire sans faire
intervenir les CKI mais en régulant les CAK condmisa une diminution de l'activité Cdc2
(Schneider edl., 1998).

D’autres études montrent également le réle de b3 Harrét du cycle cellulaire au niveau
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du point de transition G2/M (Agarwal at., 1995). Il s’agit le plus souvent d’'une inhibiti@u
niveau de l'entrée en mitose lors d’anomalies ateau de la synthese d’ADN ou dans la
répartition des chromosomes (Agarwahkt 1995). p53 semble agir en diminuant la transiompt

et la synthése de la cycline B1 (Innocentealet 1999) ou en agissant sur la protéine 14-3-3
conduisant & une diminution de l'activité Cdc25at conséquent a une diminution de l'activité
Cdc2 (Hermeking eal., 1997). L'activation par p53 de Gadd45, un éléntenta voie de réponse
aux lésions sur '’ADN, inhibe la réplication de DN jusqu’a ce que la réparation se mette en

place et participe également a I'arrét du cycl€&giv (Sionov et Haupt, 1999).

De plus, p53 est impliqguée dans le bloquage ddgleglen phase S de réplication lorsque
le fuseau mitotique est altéré (Di Leonardoakt 1997). Cette protéine régule également la

duplication du centrosome (Fukasawalet1996).

2.4.4. Réle de p53 dans 'apoptose

L’apoptose médiée par p53 est induite par desréssor I’ADN, I'hypoxie ou le manque
de facteurs de croissance. La protéine p53 peilienka transcription de génes anti-apoptotiques
comme Bcl-2 ou induire des génes pro-apoptotiquesnte Bax (Miyashita eal., 1994), Fas
(Owen-Schaub «l., 1995) ou DR5 (Sheikh el. 1998).

Mais dans la plupart des cas, son implication dapsptose semble étre indépendante de
son activité transcriptionnelle (Hauptat, 1995) et est permise par son interaction avegtida
protéines agissant au niveau de la réparationAl2N, comme ThH (Wang etal., 1996c¢). En
effet, 'apoptose médiée par p53 est égalementtedorsque la transcription des genes ou leur
traduction sont inhibées (Caelles at, 1994 ; Gao et Tsuchida, 1999). La protéine p53t pe
également induire I'apoptose en augmentant la mtomtu de radicaux libres au niveau de la
mitochondrie. L’'action de p53 au niveau de la nhimadrie pourrait augmenter son action au
niveau du noyau et donc amplifier son activité apoptotique. La localisation de p53 dans la
mitochondrie est au niveau de la membrane exteitechondriale et précede son accumulation
dans le noyau (Sansome &k, 2001). p53 peut induire I'expression de PIG3, ymetéine
homologue a la NADPH-quinone oxydoréductase, quiége des radicaux libres oxygénés
(Polyak etal.,, 1997). Marchenko eal. (2000) ont décrit que p53 était localisée dans la
mitochondrie aprés une hypoxie ou linduction desidds sur I'ADN. Cette localisation
mitochondriale ne se produit pas lors d’'une apapindépendante de p53 ou lors d’'un arrét du
cycle cellulaire. Le transfert de p53 dans la niitowrie est rapide et précede le relargage du

cytochrome c et I'activation de la procaspase-3ple, Mihara etl. (2003) ont montré que p53
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pouvait induire la perméabilisation de la membraniochondriale externe en formant un
complexe avec les protéines anti-apopotiques Bati-Bcl-X,.. L’interaction de p53 a Bcl-Xse

fait par le domaine de liaison a ’ADN.

2.4.5. p63 et p73, protéines homologues de p53

Les protéines homologues de p53 régulent le cyallalaire et 'apoptose par leur activité
transcriptionnelle. Les protéines p63 et p73, @r@ment a p53, sont exprimées sous différentes
tailles ce qui complique I'analyse de leur fonct{@netz etal., 2002). Le géne de la protéine p73 a
été identifié recemment et code pour deux protéme3 (699 acides aminés) et ¥8499 acides
aminés). p73 active la transcription des genesriqutzur pﬂvaﬂ et Bax et entraine une inhibition
de la croissance accompagnée d’une induction geptase (Jost etl., 1997). Elle n’est exprimée
gue dans un nombre limité de cancer comme les blEstomes, les ostéosarcomes, les
adénocarcinomes. La protéine p73 n’est pas induatedes signaux entrainant des lésions sur
I’ADN, ce qui suppose gu’elle ne soit pas activée lps mémes mécanismes que p53. La protéine
p73, comme p53, induit 'expression de MDM2 quiuiégnégativement I'expression de p73 mais
de facon différente que pour p53. p73 interagittaV®M?2 par son domaine amino-terminal, ce
qui altére sa liaison avec les co-activateurs p80DBP et empéche son activité transcriptionnelle
alors que MDM2 favorise la dégradation de p53 paprbtéasome (Zeng at., 1999). D’autres
protéines homologues a p53 comme p51 et p63 orierégat été décrites et ont les mémes
propriétés que p53 et p73 (Osadalet1998 ; Yang eal., 1998a). Une étude récente montre que
I'apoptose induite par p53 chez des souris exprirddférentes combinaisons de p53, p63 et p73
est la conséquence d’une interaction entre legrdifits membres de la famille p53 (Floreslet
2002).
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lll- Les cyclooxygénases

La réaction inflammatoire est une réaction de d&fenon spécifique en réponse a une
Iésion, une stimulation cellulaire excessive ourarade faisant suite a une agression extérieure.
Lorsque la réaction inflammatoire est dans sa plageé, elle contribue a la réparation de
lintégrité physique du sujet, mais si elle peesistle devient chronique et aboutit a la perte de
fonctionnalité des tissus et organes concernése @ette de fonctionnalité est décrite dans les
manifestations rhumatismales articulaires mais le&npmeéne pathologique peut étre réduit par
I'utilisation de thérapeutiques anti-inflammatoiresomme les corticoides ou les anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS). L’action des anti-inflammatoires est basée sur le
blocage de certaines voies du métabolisme notammoehti du métabolisme de [I'acide
arachidonique.

1. Métabolisme de I'acide arachidonique

L’acide arachidonique (AA) ou acide 5, 8, 11, ldesatétraénoique est un acide gras
polyinsaturé essentiel synthétisé a partir dedadinoléique apporté par I'alimentation. Cet acide
gras n’est peu ou pas présent a I'état libre damytoplasme des cellules animales. Il est es#érifi
dans les phospholipides membranaires en posifiofou 2-acylglycérol) et se trouve en
permanence transféré entre les différents compamtsn cellulaires et lipides membranaires
(Chilton etal., 1996).

La principale voie de libération de I'AA des phosppides membranaires est médiée par
les phospholipases ,Aou PLA, qui sont des estérases hydrolysant la liaisonr edés
phosphoglycérolipides membranaires, permettani &nkbération d’un acide gras libre et d’'un
lysophospholipide (Figure 12). La PLAcytosolique (cPLA) est une enzyme de 85 kDa
principalement impliquée dans la libération de I'Adtilisé au cours de la synthése des
eicosanoides. Sous linfluence de divers stimulintdraction ligand/récepteur conduit a
'activation de la cPLA par 'augmentation du flux intracellulaire de c¢afa, via la voie du
diacylglycérol (DAG), de I'inositol 1, 4, 5, tri-mgsphate (IB) et I'action de la calmoduline. Cette
activation implique la translocation de I'enzymeagioplasme vers la membrane nucléaire ou elle
se fixe aux phospholipides, grace a son domainéad®n et a la présence de calcium. Elle
catalyse alors la libération de I’AA qui est pris@arge a ce niveau par les différents systemes de
synthese des eicosanoides (Chiltoalgtl996 ; Pouliot eal., 1996).

Les formes solubles des PLAL4 kDa) sont sécrétées principalement par lesaophages
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dans l'espace intercellulaire et sont impliquéeasdia libération de I'AA contenu dans les

membranes altérées du foyer inflammatoire.

Une fois libéré des phospholipides membranairédg\ Est métabolisé par divers systemes
enzymatiques permettant la synthese de composésyiieement actifs nommeés eicosanoides
comprenant les prostaglandines et les leucotriéGes. composés interviennent au cours des
manifestations inflammatoires, de I'immunité, de darcinogénese ou dans la régulation des
fonctions biologiques rénales, gastrointestinalea@rveuses.

Les principales voies du métabolisme de I'AA sa@ntbie des cyclooxygénases (COX) et la voie
des lipoxygénases (LO). Les COX sont responsabdeta dsynthése des prostaglandines (PG),
thromboxanes (TX) et prostacyclines et la 5-LOpsticipalement responsable de la synthese des

leucotrienes comme l'indique la Figure 12.

1.1. Les cyclooxygénases ou COX

Les cyclooxygénases (prostaglandine endoperoxyde syhthases ou PGHS) sont les
enzymes clés de la synthése des prostanoidesiradeides gras polyinsaturés comme I'AA. Le
terme prostanoides désigne I'ensemble des compssés de la voie des COXs qui sont les
prostaglandines (PGHPGG, PGD, PGE, PGRa), les thromboxanes (TXA TXB,) et les
prostacyclines (PG| 6-céto-PGI,), et de fagon minoritaire le 12-S-hydroxy-5, 8,-lépta

décatrienoique (12-HHT) et le malondialdéhyde qumdort potentiel mutagene (Figure 12).

1. 1. 1. Les génes codant pour les COXs

Les COXs existent sous deux isoformes, de strusterade fonctions proches mais elles
sont codées par des génes différents (Smiti.,e2000b). En effet, les genes des deux COXs ne
sont pas présents sur le méme chromosome et neerowent pas le méme nombre d’exons et
d’introns. De plus, le promoteur de COX-2 possddsipurs €léments de réponse a des facteurs de
transcription dont les éléments de réponse RBYIAP-2 et NF-IL-6, contrairement au promoteur
de COX-1 qui ne contient que deux éléments cistadégurs Spl (Yamamoto at., 1998) (Figure
13). La COX-1, dont I'expression est constitutiget codée par un géne dit «<domestique» comme
I'indique la présence d’'une séquence riche en paiecbases GC au niveau de son promoteur. La
COX-2 est codée par un gene inductible, la tadhuite de ce géne caractérise les génes a réponse

immédiate et facilite la transcription et la matioa rapide aprés induction de I'expression.
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Phospholipides membranaires (noyau, réticulum) :

Acide arachidonique

Corticoides— | Phospholipase A , cytosolique ou sécrétée

Cyclooxygénases
(COX-1 et COX-2)

<

PGH2 AINS

5-lipoxygénase
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5-HPETE
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LTC,, LTD,, LTE,

PGD,,PGE,, PGF,
—> Thromboxane
——> Prostacyclines

12-lipoxygénase

12-HPETE, 12-HETE

lipoxines, hépoxilines, di-HETES

Fig. 12 : Métabolisme de I'acide arachidonique (d’a  prés Chilton et al., 1996)
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1. 1. 2. Structure des protéines COXs

Les COXs sont des enzymes homodimériques glycasyt@mtenant un groupement
protoporphyrine IX a fer ferrique, localisées aveaiu du réticulum endoplasmique (Newtomlet
1998). La COX-2 est également présente dans leunoyas protéines COX-1 et COX-2
glycosylées matures ont un poids moléculaire d&kBa et 72 kDa respectivement (Garavito,
1996). Elles sont constituées de trois domainesdamaine amino-terminal contenant un site de
liaison a 'EGF («epidermal growth factor»), un daome de liaison contenant quatre hélices
amphipathiques et le site catalytique globulairat{i8 et Beneytout, 1997). Les COXs présentent
une homologie de séquence de 60% qui traduit ugerdévariation structurale conduisant a
d’'importantes modifications d’activités enzymatiguet pharmacologiques. Chaque protéine est
bifonctionnelle et présente une activité cyclooxagque et peroxydasique. La premiere étape de
la réaction de meétabolisation de I'AA correspondirsertion de deux molécules d’oxygene
conduisant a la formation d'un endoperoxyde instadh PGG. Sous l'action du site
peroxydasique de I'enzyme, la P@@st réduite en PGH Cette derniere, également instable,
constitue le précurseur de la synthése des autossapoides (prostaglandines, thromboxanes et

prostacyclines) (Figure 12).

1. 1. 3. Les différentes isoformes de COX

COX-1 est décrite comme une enzyme exprimée denfagastitutive et est ubiquitaire.
Les prostanoides qu’elle synthétise sont facilemsitrétés et participent au maintien de
’lhoméostasie, a la coagulation, aux fonctions lesat gastro-intestinales, a la reproduction et a
la régulation de I'équilibre immunitaire (Vane ak, 1998 ; Harizi etal., 2001). COX-1 est
fortement exprimée dans les plaquettes, les cslielothéliales vasculaires, les macrophages, les
glandes séminales. Le niveau d’expression de CQpeut étre augmenté en fonction du type
cellulaire par I'lL-1 et les esters de phorbols.

COX-2 est la forme inductible, son expression eseabe de stimulus particulier comme
linflammation n’est observée que dans certainsuss(cerveau, estomac, rein et endothélium
vasculaire) (Seibert al., 1997). En plus d’'une localisation dans le rétioulendoplasmique,
COX-2 est présente dans la membrane nucléairepiossanoides synthétisés a ce niveau seraient
alors directement impliqués dans la régulationgenomeénes de réplication et de différenciation

cellulaire.
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Cette isoforme est induite par un grand nombre adtefirs comme les facteurs de croissance
(EGF : «epidermal growth factor», PDGF : «platelletived growth factor», TG¥F: «transforming
growth factorP»), les cytokines (IL-& et B, IL-3, TNFa), les mitogénes (esters de phorbol,
forskoline), les proliférateurs de peroxysomes eedotoxines ou le sérum de veau utilisé dans le
milieu de culture des cellules (de Levalakt 2000) (Figure 13). Son expression peut étre éib
en présence de glucorticoides, qui agissent aaumitranscriptionnel et post-transcriptionnel. Les
différents stimuli qui induisent I'expression de XQ agissent par des récepteurs membranaires
pouvant étre des récepteurs tyrosine kinases. tlaattivés, ces récepteurs induisent différentes
voies de transduction du signal conduisant a laspiharylation de facteurs trans-régulateurs
(Figure 13). Ces facteurs peuvent alors se fixercsutaines séquences du promoteur du gene
COX-2 et activer sa transcription. De cette fad@ttivation de Ras, des cascades ERK ou JNK
aboutissent a la phosphorylation de c-Jun puiadiVation transcriptionnelle de COX-2.

Les composés synthétisés par la COX-2 sont cogsdgsmme des composeés spécifiques des
phénoménes pathologiques tels que [linflammationromique aigué, les maladies
cardiovasculaires, la maladie d’Alzheimer ou leagandu cb6lon (Battu et Beneytout, 1997). Les
prostaglandines jouent un réle important dans taimagénese puisqu’ils affectent la mitose, la

prolifération cellulaire, 'adhésion cellulaire eacore I'apoptose (Taketo, 1998).

Une nouvelle isoforme de COX a récemment été aépdat Chandrasekharanadt (2002).
L’existence de cette nouvelle isoforme de COX aséiggérée en 1972 apres une étude montrant
gue l'acétaminophéne inhibait I'activité COX damnsschomogénats de cerveau de chien et non
dans des homogénats de la rate (Flower et Vane&)1Willoughby etal. (2000) ont mis en
évidence une «COX» qui produisait peu de P®Es de la réaction inflammatoire induite chez le
rat aprés injection d'une molécule pro-inflammagoiCette réponse inflammatoire n’étant pas
inhibée par les inhibiteurs connus, ils ont conguiil s’agissait d’une troisieme isoforme de COX
(Gilroy etal., 1999). L'expression de cette troisieme isoforn@&éamise en évidence par I'équipe
de Simmons (Chandrasekhararakt 2002). En effet, ces auteurs ont décrit plusiearsants de
COX issus d’épissage alternatif de 'ARNm de COXH{IARNm de COX-3 et 'TARNm de
PCOX-1 («partial COX-1»). Les ARNs de COX-3 et d€OX-1 ne sont pas eépissés
correctement ; TARNmM qui sera traduit contientsiquence correspondante a l'intron 1. COX-3
posséde des caractéristiques de structure et \dtactioisines de celles de COX-1 et COX-2.
COX-3 est également localisée dans le réticulunoglagmique ou elle est glycosylée afin d’étre
active. La partie protéique correspondant a limtrb pourrait modifier le repliement et la

dimérisation de la protéine. Ces modifications aeau de la protéine pourraient également
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diminuer son activité enzymatique, ce qui expligitefinhibition de cette enzyme par des
molécules analgésiques et anti-pyrétiques de faabtevité anti-inflammatoire (Schwab el.,
2003). COX-3 est exprimée majoritairement danslweau, surtout dans le cortex cérébral, chez
le chien mais aussi chez 'hnomme (Chandrasekharal.,e2002). Cependant, I'expression de
COX-3 chez 'hnomme nécessite un autre mécanismagitant I'expression de la protéine puisque
la séquence correspondant a l'intron 1 n’est pas tkacadre de lecture permettant la traduction.
La protéine PCOX-1 est semblable a COX-3 mais €abs d’'une séquence d’acides aminés au
niveau de son domaine catalytique ne lui confere dactivité cyclooxygénasique. Les
mécanismes de régulation et d’'induction de COX-Zom pas encore déterminés mais COX-3

semble étre inhibée de facon spécifique par I'acétaphéne.

1.2. Les lipoxygénases ou LO

Les propriétés catalytiques des linoléate oxygenelaréductases ou lipoxygénases (LO)
ont été largement étudiées. Ces enzymes catalysedioxygénation du systeme cis, cis-1,4
pentadiénique des acides gras polyinsaturés pamefaun hydroperoxyde diénique conjugué.

Les LO animales jouent un réle essentiel dans kEsamismes inflammatoires et immunitaires. Ces
enzymes sont maintenant bien répertoriees comnme @¢s 12-, 15-, 5- et 8-LO selon les sites
d’oxygénation sur 'AA. En 1974, Hamberg et Samseis ont décrit I'existence de la premiére
LO animale, une 12-LO, dans les plaquettes humahegpuis des activités 5-LO et 15-LO ont
été décrites dans de nombreuses cellules, tissagyahes de différentes espéces animales. Le

substrat préférentiel des LO animales est I'acidet@donique.

La 5-LO cytoplasmique est une protéine de 78 kDeallsée dans les macrophages, les
mastocytes, les polynucléaires neutrophiles et népsiles. Elle est transloquée vers les
membranes telle que la membrane nucléaire gradeflaxd calcique provoqué par l'activation
cellulaire. Sa fixation aux membranes et son atitmanécessitent du calcium, de I'ATP et la
FLAP (pour « five-lipoxygenase-activating-protein ta 5-LO transforme I'AA a l'aide de la
FLAP qui est une protéine transmembranaire etaporise la fixation de la 5-LO a la membrane
(Battu etal., 1998b). La 5-LO catalyse successivement la toanmsition de I'AA en acide 5-
hydroxyperoxyeicosatétraenoique ou 5-HPETE, Ilui-méntransformé en acide 5,6-
époxyeicosatétraénoique nommé leucotriene o LTA4. Sous l'influence de la glutathion
peroxydase, le 5-HPETE peut étre réduit en acide/dsexyeicosatétraenoique ou 5-HETE
(Figure 12). Les autres LT vont étre synthétisgsdir du LTA, par deux voies distinctes. La

LTA, hydrolase transforme le LTAen acide 5,12-dihydroxyeicosatétraénoique ou L pBr
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rupture de la liaison époxyde grace a une molételeu (Figure 12). La leucotriéng €ynthétase
qui est une glutathion-S-transférase transforme.Té, en acide 5-hydroxy-6-glutathionyl-
eicosatétraenoique ou LT(premier des sulfidopeptidoleucotrienes avec 1®) &t LTE, (Figure
12).

La 15-LO de réticulocytes humains est une protdm&4,6 kDa qui présente un caractere
hydrophile en accord avec sa localisation cytoseli§Sigal etal., 1998). Elle est également
localisée dans les cellules épithéliales des va@sennes et dans les macrophages. La 15-LO
convertit 'AA en acide 15-hydroxyperoxyeicosatémaique ou 15-HPETE mais elle peut aussi
catalyser la dioxygénation d’autres acides gragipsdturés comme l'acide linoléique ou l'acide
eicosapentaenoique. Le 15-HPETE peut étre tranéf@macide 15-hydroxyeicosatétraenoique
(15-HETE) par I'action d’'une glutathion peroxydasais aussi en dérivés époxydes, dihydroxylés
et trihydroxylés (Figure 12). La 15-LO peut égalame produire du 12-
hydroxyperoxyeicosatétraenoique (12-HPETE) maiggen minoritaire.

La 12-LO a été la premiere LO animale découvergstaine protéine d’environ 75 kDa.
Deux isoformes ont été mises en évidence, la 12deQype plaquettaire et la 12-LO de type
leucocytaire selon leur spécificité de substratsMmoto etal., 1992). Elle est également présente
dans les polynucléaires neutrophiles, les macragghag les muscles lisses. La 12-LO catalyse la
transformation de I'’AA en 12-HPETE et posséde wita&iéé LTA4 synthétase (Yamamoto &,
1987). Le 12-HPETE est réduit par une glutathionropglase en acide 12-
hydroxyeicosatétraenoique (12-HETE) (Figure 120sRecemment, Kinzig et al. (1997) ont mis

en évidence une nouvelle isoforme de 12-LO de égieermal chez la souris.

2. Réle des cyclooxygénases dans la prolifératesagllules cancéreuses
et dans l'apoptose

La cyclooxygénase-2 (COX-2) semble jouer un rélednant dans la carcinogénese. En
effet, plusieurs travaux sur différentes lignéeacéacuses mettent en évidence que COX-2 est
fortement exprimée dans ces cellules (Badawi et,B402). Cette surexpression altere 'adhésion
cellulaire, inhibe I'apoptose et altere la répomax signaux régulant la croissance cellulaire
(Tsujii et DuBois, 1995 ; Kimura etl., 2000). De plus, COX-2 augmente le taux de VEGF
(«vascular-endothelial growth factor») ce qui faserla vascularisation des tumeurs (Mohan et

Epstein, 2003). COX-2 diminue également le tauxpfession de la cadhérine E, une molécule
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d’adhésion favorisant le développement des mées{&osta edl., 2002).

2. 1. Surexpression de COX-2 dans les celluleséranses

2. 1. 1. Surexpression de COX-2 dans les cantecdlon

Plusieurs études ont montré que COX-2 était fortenexprimée dans les cancers de
I'appareil digestif qui sont trés fréquents et gésves malgre les traitements de radiothérapie et
chimiothérapie utilisés (Kutchera ak, 1996 ; Hida etl., 1998 ; Fujita etl., 1998) (Figure 14).
La surexpression de COX-2 dans les cellules cansésede cbOlon est accompagnée d’une
augmentation de l'activité de la MMP-2 («matrix alitprotéinase» de type 2) (Tsujii at.,
1997). La MMP-2 dégrade de nombreux constituantia deatrice extra-cellulaire, étape cruciale
dans le développement des métastases. De plugtelgpsession de COX-2 dans les cellules de
cancer du célon a récemment été associée a unautiom de I'expression de la phospholipase
A,, suggérant le réle d’'un dysfonctionnement de l&AfPHans la carcinogénese (Dong att
2003). Battu efal. (1998a) ont montré une surexpression de COX-2 daeslignée cellulaire
d’adénocarcinome de colon en absence de sérunuj seggére une expression « constitutive » de
'enzyme comme l'ont également montré Kutcheralet(1996). Le mécanisme d’induction de
I'expression de COX-2 en absence de stimulatiostrpas connu mais résulte probablement d’une
surexpression de facteurs trans-régulateurs capdblsurexprimer COX-2. Cette expression dite

« constitutive » serait suffisante pour provoques garcinogénese.

2. 1. 2. Surexpression de COX-2 dans les augmesets

Les cancers gastriques sont étudiés de facon iemgeret, ces dernieres années, plusieurs
auteurs ont mis en évidence le rélédelicobacter pyloridans la carcinogénése, mais aussi la
surexpression de COX-2, de 'HGF («Hepatocyte Ghokdctor») et de la gastrine, une hormone
responsable de la croissance du mucus gastromdegtiim etal., 2000a ; Ohno dl., 2001). De
plus, Konturek etal. (2003) ont montré que la gastrine induisait 'eegzion de COX-2 et de
'HGF et activait également la protéine anti-apaigiee Bcl-2 lors de la carcinogénéese gastrique
(Figure 14).
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Fig. 14 : Surexpression des COXs dans les cancers
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Dans les cellules de la peau, I'expression de CQOeéi2tres faible alors que, dans les
cellules cancéreuses, elle est fortement induipadicipe au développement du cancer de la peau
(Muller-Decker etal., 1999 ; Higashi etl., 2000). La méme observation a été faite dans les
cellules d’'ostéosarcome dans lesquelles I'expragsiportante de COX-2 pourrait s’expliquer par
une régulation autocrine de I'enzyme par la P@Epar d’autres prostaglandines (Wongakt
1997) (Figure 14).

La surproduction de PGE été décrite dans de nombreux autres cancers edenoancer
du pancréas (Kokawa et., 2001), de I'estomac (van Reesa&t 2002), le cancer de la prostate
(Gupta etal., 2000 ; Fujita etal., 2002), le cancer du poumon (Hasturkaét 2002 ; Sanchez-
Alcazar etal., 2003), les cancers du sein (Soslovalet2000 ; Ristimaki eal., 2002), les cancers
des ovaires (Matsumoto &k, 2001 ; Denkert edl., 2002) ou le cancer de I'oesophage (Buskens et
al., 2002) (Figure 14).

2. 1. 3. Surexpression de COX et taille des tuseu

La surexpression de COX-2 dans plusieurs canceérsoesent associee a la taille de la
tumeur (Figure 14). En effet, Vidal at. (2003) ont montré qu’il n’y avait pas de corr@atientre
'expression de COX-2 et la prolifération des deldude cancers de I'hypophyse mais que
I'expression de COX-2 était plus importante daissdéénomes de grosse taille. Cette constatation
a également été faite sur des polypes adénomatkarigine de cancer du célon ainsi que sur des
tumeurs de la prostate. Yangadt (1998b) décrivent que le taux de prostaglandiesterfaible
dans les polypes adénomateux jusqu’a ce que lautugressisse. Une étude faite sur plusieurs
tumeurs de la prostate montre que COX-1 est foremeprimée dans ce type de tumeur et que
COX-2 est plus ou moins exprimée en fonction ddestae différenciation de I'adénocarcinome
(Yoshimura efal., 2000). Cependant, il ne semble pas y avoir daiogl entre la taille ou le stade

de la tumeur et I'expression de COX-2 dans lesaandes ovaires (Shigemasakt2003).

2. 1. 4. Surexpression de COX-1

Une surexpression de COX-1 a été décrite par Diaaik €1998) dans des adénocarcinomes
ovariens. De plus, de récentes analyses d’hyboidatisitu et d'immunohistochimie ont montré
une expression élevée de COX-1 dans plusieurs tpesincers des ovaires (Guptalet2003).
Cette équipe a rapporté que la production élevépralgtaglandines, dans une lignée cancéreuse
ovarienne surexprimant COX-1, était réduite parinimbiteur sélectif de COX-1. De plus, cet

inhibiteur réduit la sécrétion de VEGF, suggéram €OX-1 joue un rdle dans I'angiogénése de
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cancers ovariens (Figure 14). Rioux et CastongR89Q) ont également décrit une surexpression
de COX-1 et non de COX-2 apres transformation deropdnages par une molécule carcinogene
extraite du tabac. De plus, cette molécule proghait,différents métabolismes, des radicaux libres

oxygeénes (RLO) qui activent le facteur de transimipNF«B.

2. 2. Induction de COX-2 et réle de la PGEns les cellules cancéreuses

2.2.1. Induction de COX-2

L’augmentation d’expression de COX-2 dans les aanest due a une augmentation de la
transcription (Kutchera el., 1996) et de la traduction (Ristimakiadt, 1994). Il est bien connu
gue COX-2 est fortement induite par I'lL-1, cettgeirleukine agissant en se fixant au récepteur de
membrane IL-1RI (Figure 15). L'interaction entre-1Let son récepteur active une cascade de
kinases qui va provoquer la phosphorylation deBlet par conséquent activer le facteur de
transcription NF«B (Zhang etal., 1999). Ce facteur va induire la transcription@@X-2 en se
liant a I'élément de réponse situé sur le promotkugéne de COX-2 (Schmedtjeadt, 1997).
Faour etal. (2001) ont montré que la P@Exercait un rétrocontrdle positif sur I'expressiba
COX-2 en activant le récepteur de prostaglanding &Ren induisant la voie de signalisation de la
kinase p38 (Figure 15). Plusieurs auteurs ont réamie la MAPK p38 activait la transcription du
messager de COX-2 mais augmentait également sitétélbasa etal., 2000). La séquence en 3’
du messager de COX-2 qui est une séquence ricpaiende bases AU appelé ARE (« AU-rich
element ») joue un role important dans la stabditémessager, dans ['efficacité de la traduction
ainsi que dans la dégradation rapide de la pro{@nen etal., 2000). Le réle de la stabilité du
messager dans I'augmentation de I'expression de-2@%té également montré dans des cellules
épithéliales transformées par Ras et stimuléesepBGF{3 (Sheng etl., 2000). De plus, Shao et
al. (2000) ont montré I'implication des voies de siggaion MAPK, PKB et I'importance des
protéines de la famille Rho dans I'induction de G@Xans des lignées de cancer du coélon. De
plus, des études reéalisdasvitro suggerent que le gene de COX-2 possede un él@&aepponse

a I'hypoxie au niveau de son promoteur.

Par conséquent, une hypoxie dans des cellules leglddés vasculaires induit expression
de COX-2 et favorise alors la vascularisation deseurs en activant la production de VEGF
(Schmedtje eal., 1997).



Fig. 15 : Quelques voies d’'induction de COX-2 danes cancers
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Le mécanisme d’'induction de COX-2 et son rble dassancers sont encore indéterminés,
mais son expression (ARNm et protéine) peut éthébée par la protéine p53 sauvage comme
'ont décrit Subbaramaiah etl. (1999) (Figure 15). Récemment, Shigemasale(2003) ont
examiné I'expression de COX-2 ainsi que I'accumaiatie p53 mutée dans le noyau de cellules
d’adénocarcinomes ovariens et ont rapporté quedeex évenements étaient associés. Par
conséquent, l'augmentation d’expression de COX-2it p&tre due a une déficience dans
'expression de p53. La méme observation a été it des cellules cancéreuses gastriques mais
le mécanisme par lequel ces deux protéines favdrisecarcinogénéese n’est pas encore connu
(Shun efal., 2003).

2. 2. 2. Role des métabolites de COX-2

Les prostaglandines agissent par I'intermédiairgédepteurs membranaires couplés aux
protéines G et modulent la quantité d’AMPc (adémesinonophosphate cyclique) et de’Ca
(Badawi et Badr, 2002). Les prostaglandines peufeardriser le développement de cancers par
différents mécanismes. En effet, les prostaglasdaumtrolent la prolifération cellulaire (Hakeda
etal., 1991) et rendent les cellules résistantes adttidn de I'apoptose (Tsujii et DuBois, 1995 ;
Kroll et al., 1998). Les prostaglandines sont également im@dgudans I'échappement
immunitaire associée aux tumeurs, elles favoriBangiogénése et I'adhésion cellulaire (Tsujii et
DuBois, 1995 ; Bamba etl., 2000).

Les prostaglandines peuvent agir par des réceptieussirface comme les récepteurs de la
PGE (EP4) (activation autocrine ou paracrine) maisapar des récepteurs nucléaires comme les
récepteurs de proliférateurs de peroxysome (PPARS)vation « intracrine ») (Sarraf etl.,
1998 ; Saez dl., 1998) (Figure 15).

La PGE et les autres métabolites produits apres inducd@®COX-2 peuvent accélérer le
mécanisme de cancérisation ou induire I'apoptokmnde type et I'environnement cellulaire. En
effet, COX-2 est une oxygénase qui synthétise degposés comme le malondialdéhyde ainsi que
des radicaux libres oxygénés trés réactifs capabegr sur des macromolécules comme I'ADN
(Marnett, 1990 ; Kondo «l., 2001) (Figure 16). L’activité peroxydasique deXG® contribue a
la production d’anions superoxydes qui provoqueat rombreuses altérations déreglant la
régulation de la croissance cellulaire et favottidantransformation des cellules ou I'apoptose
(Chinery etal., 1998).



Fig. 16 : Réle de COX-2 dans la carcinogénése epoptose
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La seconde étape de la réaction réalisée par C@x¢-Ane réaction de réduction qui nécessite un
cofacteur. Ce cofacteur est oxydé par la réactiqreet favoriser la carcinogénése (Degen, 1990)
(Figure 16). Les produits formés par COX-2 altéremtcroissance cellulaire, I'apoptose ou
'angiogénése (Kim eal., 1993). En effet, I'induction de COX-2 dans ledludes épithéliales de
l'intestin augmente I'adhésion des cellules aing ¢pur réponse a des stimuli apoptotiques (Tsujii
et DuBois, 1995). De plus, la Pglhhibe la mort cellulaire en induisant I'expresside la
protéine anti-apoptotique Bcl-2 (Shengakt 1998 ; Loro etl., 2002). Il est également possible
gue COX-2 dégrade un agent protecteur et généragant oncogénique. Plusieurs travaux ont
décrit qu’'une forte concentration d’AA exogéne peidvoquer I'apoptose, indépendamment de la
formation de prostaglandines (Surettelet 1996 ; Surette «dl., 1999 ; Longo eal., 1999). Il est
possible que I'expression de COX-2 soit augmenfée de réduire la quantité d’AA dans la

cellule et prévenir de I'apoptose.

2. 3. Rble de COX-2 dans les maladies neurodégtives

L’expression et I'activité de COX-2 sont induiteand les cellules cancéreuses et sont
inhibées lors de I'apoptose provoquée par des AlDEpendant, I'expression de COX-2 peut étre
induite au cours de l'apoptose se produisant daasmaladies neurodégénératives. En effet,
plusieurs travaux ont décrit que I'expression deXeDétait régulée dans les neurones par
I'activité synaptique et par les glucocorticoideaisnque son expression et non celle de COX-1
était fortement induite dans les neurones de patetteints de la maladie d’Alzheimer (Yokota et
al., 2003). Cette constatation suggere que COX-2 pitwavoir un rdle dans la mort cellulaire des
neurones (Pasinetti, 1998). Hoakt(1998) ont décrit une induction de I'expressiol’d&Nm de
COX-2 et non de COX-1 dans les cellules nerveugeptatiquesin vivo et in vitro. Cette
induction précéde I'apoptose induite par la prvaten sérum, ce qui suggere gu’elle aurait un role

dans les mécanismes conduisant a I'apoptose.

2. 4. Effet de I'inhibition de I'expression de C&2¢par les AINS

2. 4. 1. Effet anti-tumoral : mécanisme dépendanndépendant de COX-2 ?

Les inhibiteurs sélectifs de COX-2 et les inhibrgeeunon sélectifs peuvent ralentir la
carcinogénese ou méme lI'empécher en inhibant lafgredion des cellules cancéreuses et en
induisant I'apoptose dans ces cellules, ce quienedvidence leur effet anti-tumoral (Qiacakt
1997 ; Liu etal., 1998 ; Marnett, 2002). Pour cette raison, les &IBbnt tres étudiés car ils
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pourraient augmenter la réussite des traitementhideiothérapie et de radiothérapie. Cependant,
limportance de l'inhibition des COXs dans l'act&ianti-cancéreuse des AINS est controversée
(Elder etal., 1997). En effet, le sulfone de sulindac qui nighpas les COXs possede également

des effets anti-prolifératif et pro-apoptotiquea®ia etl., 1997).

Des études épidémiologiques ont montré que la PFiSENS réduisait le développement
du cancer du cblon et le développement tumoral algpps adénomateux bénins (Gupta et
DuBois, 2001 ; Xu, 2002).

Le NS-398, un inhibiteur sélectif de COX-2, rédlat prolifération cellulaire et induit
'apoptose dans les cellules d’hépatocarcinomegiregnt COX-2 et non dans celles qui ne
'expriment pas (Cheng etl., 2002). Toutefois, Smith &tl. (2000a) ont montré que le NS-398
inhibait la prolifération des cellules cancéreudexdlon en partie par l'inhibition de COX-2 mais
ils ont également décrit que lindométacine exergain activité anti-proliférative de facgon
indépendante de COX-2. Sanchez-Alcazaalef2003) ont montré que I'indométacine et le NS-
398 inhibaient la production de P&#ans les cellules exprimant COX-2. Néanmoins, fodes
concentrations, ces inhibiteurs induisent 'apogptdans les cellules exprimant ou non COX-2. Le
NS-398 a le méme effet sur différentes cellulegpdncréas mais semble agir en partie par une
voie indépendante de COX-2 (Molinaat, 1999). Cependant, dans les cellules d’ostéosasom
le NS-398 augmente I'apoptose sans moduler I'espyasde COX-2 a de faibles concentrations,
alors qu’a de fortes concentrations, il induit C@Xet provoque un ralentissement du cycle
cellulaire mais diminue le taux de cellules apapgtets (Moalic etl., 2001b).

Récemment, Wu eal. (2003) ont montré que linhibition de la prolifficn de cellules de
carcinomes et l'induction de I'apoptose par le cékb était un mécanisme dépendant de COX-2.
Cependant, une autre étude montre que le céléandibt la voie mitochondriale apoptotique
indépendamment de sa capacité a inhiber COX-2 (dssek etl., 2003).

Par conséquent, bien que les AINS aient la capdtit@iber COX-2 et/ou COX-1, ils exercent
leur activité anti-tumorale par différents mécaresnmdépendant ou non des COXs.

2. 4. 2. Induction de différentes voies anti-iéoatives par les AINS

Les AINS pourraient agir par I'intermédiaire desARR ; en effet, 'indométacine qui
inhibe la prolifération de cellules cancéreusegpmhdamment de COX-2, active les récepteurs
PPARy (Lehmann efal., 1997) Cette activation pourrait expliquer I'arrét du keycellulaire et
I'apoptose observés dans ces cellules (Brockmaah.,e1998). De plus, un co-traitement avec le

NS-398 et un activateur du récepteur PRA®RNs des cellules de cancer du sein inhibe la
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prolifération cellulaire et induit I'apoptose decém plus importante que lors d’une inhibition de
COX-2 seule ou d’'une activation de PP#xReule (Michael eal., 2003).

Les AINS pourraient également agir en inhibant datgine kinase C, les kinases de la
famille des MAPK ou moduler l'activité de IKK (Suatamaiah etl., 2000 ; Tegeder edl.,
2001). Chan edl. (1998) ont décrit qu’un traitement au sulfide dérslac ou a I'indométacine sur
des carcinomes de cblon produisait une quantitéitapte d’AA stimulant la conversion de la
sphingomyéline en céramide, un puissant inducteyoptose.

En outre, Rigas et Shiff (1999) ont montré que iplus AINS utilisés a de fortes
concentrations provoquaient un arrét du cycle @ik en diminuant 'expression de différentes
cyclines dans les cellules de cancer du colonraieetment des cellules de cancer du colon par le
sulindac et le sulfide de sulindac provoque uneareargation de I'expression de Hﬁl et une
diminution conséquente du taux de cyclines A etilsiaqu’'une accumulation de la forme
hypophosphorylée de pRb (Goldbergaét 1996). Cet arrét du cycle semble étre indépendant
I'inhibition des COXs. Cependant, les cellules légliales intestinales de rat qui expriment COX-2
de facon stable ont une phase G1 trés longue o@mi@nt aux cellules exprimant peu COX-2
(DuBois etal., 1996). De plus, ces auteurs ont montré qu'il takisune relation inverse entre
I'expression de COX-2 et I'expression de la cyclihele fait que les cellules restent longtemps en

phase G pourrait éviter a la cellule de rentrer en apoptos

2. 5. PPARs et COX-2

Les peroxysomes sont des organites impliqués dansothbreuses fonctions cellulaires
essentiels comme la respiration cellulaire, 'hostésie du glucose, le métabolisme lipidique ou la
thermogénese. Ces organites jouent également eimmpbrtant dans certaines maladies comme le
diabéte, I'athérosclérose, les cancers (Badawaedt,B2002). Les inducteurs de la prolifération des
peroxysomes provoquent une augmentation de lee teill du nombre de peroxysomes. Ces
inducteurs agissent par des récepteurs nommés PPdéuRs« peroxisome proliferator-activated

receptors ».

2.5. 1. Généralités sur les PPARs

<= Classification des PPARSs

Les récepteurs activés par les inducteurs de l#gradion des peroxysomes font partie de
la superfamille des récepteurs nucléaires des hmmohyroidiennes, de la vitamine D et de
I'acide rétinoique (Gelman etl., 1999 ; Yousef et Badr, 2002). Les PPARs sontfdeteurs de
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transcription qui sont activés par la liaison detaies acides gras et/ou de leurs métabolites
lipidiques. lls pourraient ainsi jouer un réle détenant en signalant, au niveau de I'expression
génique, un changement de I'apport nutritionneleet,particulier, de sa composition lipidique
(Escher et Wahli, 2000). Activés par la fixation tmurs ligands, les PPARs forment des
hétérodimeres avec les récepteurs de 'acide iiétiero9-cis (RXR) et se fixent sur des éléments
de réponses spécifigues (PPRE ou « peroxisomefguedbr response element ») au niveau du
promoteur de leurs genes cibles (Klieweakt 1992) (Figure 17). Ces éléments de réponse sont
généralement formés par la répétition directe duifmfexamérique de reconnaissance des
récepteurs nucléaires (AGGTCA) espacé par un ntidé&o

La famille des PPARs comprend trois membres ditsjragsignést, 3/d ety, chacun codé
par un géne différent. D’'un point de vue structuled PPARs sont constitués, comme la plupart
des autres récepteurs nucléaires, d’'une structusixedomaines fonctionnels (Mangelsdorfaét
1995). Ces domaines sont bien conservés pourdiestypes de PPARs indiquant qu’ils dérivent

probablement d’'un méme géne ancestral.

<= Distribution tissulaire des PPARSs

Les différentes formes de PPARs présentent uneession tissulaire spécifique. Chez
’homme, PPARX est majoritairement exprimé dans le foie et dartsssu adipeux brun. LARNmM
de PPARY/d est retrouvé dans tous les tissus testés chemilitey suggérant une répartition
ubiquitaire avec, peut-étre, une expression plysonante dans le colon par rapport aux autres
tissus testés. PPARst exprimé principalement dans le tissu adipéle gactus gastro-intestinal,
en particulier dans le cdlon, alors qu'il est tfablement représenté dans le foie ou le muscle
squelettique (Braissant at., 1996 ; Auboeuf eal., 1997). Les PPARs sont également exprimés
dans les monocytes/macrophages, les lymphocyteaingj que dans les chondrocytes, les
synoviocytes et les ostéoclastes (Bordplgt2000 ; Fahmi edl., 2002).
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Fig. 17 : Induction et r6le des PPARs
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<= Ligands des PPARs

Différents ligands naturels comme les acides goas$ capables de se lier et d’activer les
PPARs (Kliewer etal., 1997). L'acide linoléique, par exemple, est um lactivateur et peut
induire I'expression des trois types de PPARs (Yuale 1995). Il a ensuite été clairement
démontré que les eicosanoides, en particulier Hestaglandines des séries A, D et J, sont des
activateurs des PPARs (Yu &k, 1995) (Figure 17). Néanmoins, l'affinité de ceslécules est
généralement faible, suggérant que les véritaliemds naturels des PPARs sont peut-étre des
meétabolites plus rares que les eicosanoides. Agnsge qui concerne PPARa prostaglandine

15d-désoxyA 12,14

—-PGJ (15-dPGJ), issue de la série J, semble étre un ligand gfiisace que
ses précurseurs (Maxey &t, 2000). Pour PPAR le leukotriene B4 ainsi que le 8(S)-HETE,
issus de la voie des lipoxygénases, ont été idgémtdomme des ligands activateurs naturels
(Figure 17). Concernant PPRARplusieurs acides gras polyinsaturés peuventiVagtet la PGI2

semble étre un ligand tres efficace.

Différents types de molécules chimiques sont casalle se lier et d’activer les PPARSs.

Les proliférateurs des peroxysomes comme le fiboatées herbicides sont principalement des
activateurs de PPAR (Yu et al., 1995). Certaines de ces molécules sont méme dsasis
comme agonistes spécifiques de PRRARien qu’a forte concentration, elles puissensaastiver

les autres PPARs. Concernant PRARne classe particuliere de molécules anti-dighes, les
thiazolidinediones, ont été identifiées comme dgands tres spécifiques. De plus, certains
thiazolidinediones comme le pioglitazone, la triaglone ou la rosiglitazone possedent des
propriétés anti-diabétiques en améliorant la sdrsila I'insuline, suggérant donc fortement que
PPARy pourrait jouer un réle dans I'action de I'insuliee l'insulino-résistance (Lehmann &,

1995). Concernant PPA¥®, peu de ligands synthétiques ont été décrits.

Enfin, il faut noter que plusieurs inhibiteurs dBglooxygénases comme I'indométacine,
libuprofene et quelques autres AINS sont des liigaet des activateurs des trois types de PPARs
(Lehmann eal., 1997) (Figure 17).

<= Autres mécanismes d’activation des PPARs

Il a été montré que PPARet PPAR peuvent étre phosphorylés par les MAP kinases
(Figure 17). Le site de phosphorylation est sitag@sdune séquence bien conservée dans les trois
PPARs, suggérant que PPBR pourrait étre phosphorylé. De facon intéressarite,
phosphorylation augmente I'activité transcriptioiimele PPAR (Shalev efal., 1996) et diminue
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celle de PPAR (Hu etal., 1996).

Enfin, il est important de noter que linteractimvec des co-facteurs est un mécanisme
fondamental de la régulation de l'activité trangtannelle des récepteurs nucléaires (Figure 17).
En effet, I'activation ou la répression transcoptielle du gene cible ne dépend pas que de la
liaison de I'hétérodimére avec la séquence PPRE majuiert également la présence de co-
activateurs ou de co-répresseurs. Ceux-Ci agiggantinteraction avec les hétérodiméres et
permettent de les lier a la machinerie transcriptedle, par conséquent les complexes formés
induisent ou répriment la transcription des genkeles Ces co-facteurs comprennent notamment
la protéine de choc thermique Hsp70, c-jun, p6%acgorotéine de liaison a PPARommée PBP

(« PPAR-binding protein ») (Huang @i., 1994 ; Zhu eal., 1997 ; Delerive eal., 1999).

2.5. 2. PPARs, COX-2 et cancers

Plusieurs études ont été realisées sur COX-2 @&RP&sRs pour expliquer leur implication
dans les cancers (Ota ak, 2002). Quelques ligands des PPARs inhibent VaétiCOX et
provoquent une diminution de la production de P@bnazzi etal., 2000 ; Jiang eal., 2000) ;
les PPARs sont par conséquent associés a la rnégulde I'expression de COX-2. Plusieurs
auteurs ont décrit qu’un ligand de PPAR 15d-PGg provoquait une forte inhibition de 'activité
de COX-2 (Callejas «tl., 1999 ; Inoue eal., 2000). Récemment, Mendez et LaPointe (2003) ont
montré que l'induction de COX-2 par I'lLBlétait inhibée par la 15d-P&J

Ces observations suggerent que les métabolites B&D comme la 15d-PGJpourraient
exercer un rétrocontréle négatif de I'expressiolC@X-2 (Fahmi etl., 2002). Les métabolites de
PGD,, comme la 15d-PGJ fonctionneraient comme des médiateurs de sigimlis
intracellulaire. La 15d-PGXn se liant aux récepteurs PRARXR induirait une inactivation de
NF-kB, empéchant ainsi I'induction de I'expression d@>c2 (Figure 18). En revanche, la PSE
pourrait réguler positivement I'expression de COXeh effet, une forte expression de COX-2
permet a la cellule de produire beaucoup de £Gélle-ci induirait I'expression de COX-2 grace
aux récepteurs de PG (EP2 et EP4) (Figure 18).
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Fig. 18 : Boucle de régulation COX-2/PPAR
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Les protéines COX-2 et PPARs pourraient influergierultanément l'inflammation par
lintermédiaire de NFB (Straus etl., 2000). L'activation de NkB est généralement liée a une
prolifération cellulaire et a une réponse anti-dpbgue. Les ligands de PPARSs inhibent
l'activation de NFKB, ce qui entraine une régulation négative de fesgion de COX-2 et une
diminution de la production de P@EYang et Frucht (2001) ont montré que l'activatides
PPARs inhibait I'expression de COX-2 et induisépbptose dans les cellules de cancers du
cblon. Linhibition de COX-2 et l'activation de PMR realisées simultanément inhibent la
prolifération de cellules cancéreuses de facon rgjmge (Badawi et Badr, 2002). Cependant,
Meade etal. (1999) ont montré, dans des cellules épithélialese des activateurs de PPARs
induisaient COX-2 grace a un élément de réponseP®Rs contenu dans le promoteur du géne
de COX-2.
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V- Les stéroides vegétaux

Les premiéres hormones utilisées en thérapeutiqueét® extraites d’organes animaux
mais les quantités obtenues étaient faibles. E®,1183diosgénine, un précurseur, a été mise en
évidence en quantité importante dans une diosecosd@caine. Ceci a permis le démarrage d’'une
production industrielle aprés mise au point d’'uogaissus de dégradation de ce précurseur. La plus
grande partie des hormones stéroidiennes prochatddndustrie pharmaceutique sont maintenant
obtenues par hémisynthése a partir de substantieglies : saponosides, phytostérols, cholestérol
ou acides biliaires.

Le genreDioscoreacomprend environ 600 especes souvent tropicallespdtipart de ces espéces
ont un tubercule amylifére a partir duquel la dérsge est extraite. Dans les tubercules, la
diosgénine existe sous la forme de dioscine ettéfbsides voisins. L'extraction débute par un
traitement en milieu acide minéral qui provoqueyditolyse des hétérosides. Apres filtration, la
fraction insoluble est neutralisée, lavée et teafié@r un solvant apolaire qui extrait la diosgénine
Actuellement, de nombreux pays tels que la Chind’lnde produisent différentes espéces de
dioscorées.

L’hécogénine, une autre molécule intéressante peysroduction industrielle d’hormones est
extraite des feuilles d’agave cultivées principademen Afrique de l'est. Cette génine se
différencie de la diosgénine par I'absence de labtioliaison en C5 et la présence d’'un groupe
oxo en 12 (Figure 19). Apres décortication, lesliiesisont soumises a une fermentation prolongée
qui permet I'hydrolyse de certains composeés. Lagbansolubles, filtrées et séchées, contiennent
’hécogénine et les autres génines habituellemeétemtes dans ce type de matiére premiere

comme par exemple la tigogénine.

Les stéroides végétaux sont de plus en plus étddigsle domaine biologique en raison de
leur diversité structurale, de leurs activités bigijues (anticholestérolémique, anti-tumorale,

antidiabétique ou anti-inflammatoire) et de leubl@&toxicite.

Les trois stéroides végétaux étudiés, la diosgélimrogénine et la tigogénine, sont des
saponines de structures tres proches (Figure Bighgénine se différencie de la diosgénine par
'absence d’'insaturation en 5(6) et 'hécogéninali§iérencie de la tigogénine par un groupement

o0xo en 12. De ces trois molécules, la diosgénihkagsus étudiée par les scientifiques.
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Diosgénine Hécogénine

Tigogénine

Figure 19 : Structure des trois stéroides végétaux étudiés : aigénine, hécogeénine,

tigogénine.

Amigo etal. (1999) ont montré que la diosgénine augmentadétaétion du cholestérol
biliaire et que cette sécrétion était accompagrgeedaugmentation de la concentration dans les
membranes canaliculaires. Cette observation acétirmée par Yamaguchi et. (2003) qui ont

montré que la diosgénine avait une action chobfuéti

L'effet de la diosgénine sur l'ostéoporose dans deedeles de rates adultes
ovariectomisées montre qu’'une supplémentation de ceolécule dans I'alimentation pourrait

réduire significativement I'ostéoporose (Higdonakt 2001). Benghuzzi el. (2003) ont montré
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gu’une supplémentation en diosgénine chez des oatasectomisées entrainait une réduction de
la taille des glandes surrénales. Enfin, la diosggérprotege également les reins contre les

modifications morphologiques associées aux ovammeigs (Tucci et Benghuzzi, 2003).

Les stéroides végétaux comme la diosgénine prégertgalement des propriétés
antioxydantes. En effet, Turchan &t (2003) ont montré que la diosgénine pouvait dirainu
significativement les effets des radicaux libres Ide I'infection par le VIH. Un autre travail (Ma
etal., 2001) a étudié I'effet de trois molécules (saapagénine, hécogénine et tigogénine) sur la
production de radicaux libres aprés stimulatiomdetrophiles humains, ces auteurs ayant montré

que la sarsasapogénine diminuait la productioradeaux libres de fagcon importante.

De plus, aprés avoir étudié l'effet du cholestéebtldes esters de cholestérol sur le
métabolisme de I'acide arachidonique dans le ldbweade Biochimie de la Faculté de Pharmacie
de Limoges, différents stéroides végétaux ont eémsié testés sur ce métabolisme. En 1995,
Beneytout etal. ont montré que le traitement de la lignée de Esdlé@rythroleucémiques (HEL)
par la diosgénine induisait la différenciation des cellules en mégacaryocytes, différenciation

pendant laquelle 'expression de la 15-lipoxygéreiad altérée (Nappez at, 1995).

L’activité anti-tumorale de plusieurs stéroidesétégx a été plus récemment étudiée. Une
analyse de la prolifération cellulaire a été ré&aiavec des dérivés glycosylés de la diosgénine sur
des cellules leucémiques HL60 montrant que |'efieti-prolifératif dépend de la structure de la
molécule étudiée (Mimaki eal., 2001). Deux autres saponines dérivées de la éhasg, la
dioscine et la méthyl-protodioscine, provoquenteffiet anti-prolifératif sur les cellules HL60 en
induisant une différenciation et I'apoptose (Wah@le 2001 ; Cheng dil., 2003), mais aussi sur

les cellules HelLa en activant les caspases-9 (€aBetal., 2002).
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Matériels et Méthodes
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I- Lignées cellulaires, culture et traitements

Les lignées cellulaires étudiées sont les lignéest@sarcome humain (1547), de

mélanome humain (M4Beu) et de carcinome de larymain (HEp-2).

Les cellules 1547 sont cultivées dans du milieuimmiim essentiel contenant des sels de
Earle et de 'HEPES (ou N-[2-hydroxyéthyl]pipéraziN’-[2-éthanesulfonique], 25 mM) (Eagle’s
MEM, Minimum Essential Medium, GibcoBRL). Ce mili@st complété par de la glutamine (2
mM, GibcoBRL), par les antibiotiques pénicillinegitomycine (100 U/ml et 100 pg/ml,
GibcoBRL) et par 10 % de sérum de veau feetal déEomenté (SVF, GibcoBRL). Les cellules
M4Beu sont cultivées dans du milieu MEM complété g la glutamine, de la gentamycine (20
pg/ml, GibcoBRL), des acides aminés non essen(iEls, GibcoBRL), des vitamines (1%,
GibcoBRL) et 10% de SVF. Les cellules HEp-2 sonltivées dans du milieu de Dulbecco
(DMEM, GibcoBRL) complété par de la glutamine, pes antibiotiques pénicilline/streptomycine
et 10 % de SVF. Toutes les cellules sont cultigreatmosphéere humide (95 %) avec 5 % de CO

dans une étuve thermostatée a 37°C.

Pour toutes les études réalisées, les cellules emsgmencées a une densité de 4000
cellules/cni pour les cellules 1547, 5000 cellulesfqmour les cellules M4Beu et 3500 cellules/ml
pour les cellules HEp-2 aprés avoir été décolléeBatton de culture par de la trypsine (Trypsine-
EDTA, GibcoBRL) pour les cellules 1547 et M4Beupmar du tampon verséne (GibcoBRL) pour
les cellules HEp-2. Les numérations des cellulables sont réalisées sur cellule de Malassez par
le test d’exclusion au bleu trypan (Sigma) (leslute$ blanches étant viables). Les cellules
proliferent jusqu'a atteindre leur phase exponbatike croissance (estimée pour les trois lignées a
72 h de prolifération), phase a partir de laquieléecellules sont traitées ou non par des molécules

contenues dans du milieu a 10 % de SVF.

Les solutions meres de diosgénine ((25R)-spirasté-P-ol, Sigma), d’hécogénine
((25R)-PB-hydroxy-q0-spirostan-12-one, Sigma) et de tigogénine ((25®R}pHirostan-g-ol,
Sigma) a 18 M sont préparées dans I'éthanol puis diluées danglleu de culture & 10 % de SVF
pour obtenir les concentrations finales vouluesgd20 uM). Les cellules contréles sont traitées
par le méme volume d’éthanol sans jamais dépas$ér déethanol et le milieu est renouvelé
(milieu avec ou sans molécules) tous les deux jaumg solution mere de MG132 (Calbiochem®)
est préparée dans du diméthylsulfoxide (DMSO, Mepdur obtenir une concentration finale de

2,1 mM et ensuite diluée dans le milieu de cultard0 % de SVF pour travailler a 3 uM
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(concentration déterminée comme étantdyl@hibant I'activité de NF«B). La méme quantité de

DMSO est ajoutée dans les cultures contréles.

lI-Etude de la croissance par le testau MTT

Le test au MTT (Mosmann, 1983) est utilisé pourlésale nombre de cellules viables. Il
est basé sur la transformation du MTT (3-(4,5-dimiiazol-2-yl)-2,5-diphényl tétrazolium
bromide) en cristaux bleus de formazan par une reazymitochondriale, la succinate
déshydrogénase. Les cristaux de formazan formés sabubilisés et sont ainsi détectables par
spectrophotométrie a une longueur d’onde de 550 @en.test est utilisé pour comparer la

croissance des cellules controles a celles dade=lraitées par les molécules.

Les cellules (1547, M4Beu, HEp-2) sont ensemeneéqgdaques 96 puits selon la densité
déterminée et cultivées pendant 72 h dans 100 miilileu contenant 10 % de SVF avant d’étre
traitées. Pour chaque condition analysée, 6 piffésrehts sont réalisés (n = 6). Le traitement est
réalisé pendant la phase de croissance et durd d@e98 h, le milieu étant changé tous les deux
jours.

Pour chaque temps étudié, 10 pl de la solution dd@ ¥Sigma) (5 mg/ml, en tampon PBS) sont
ajoutés dans chaque puits. Apres 3 h d’incubati@’°€ en atmosphere humide, 100 pl d’'une
solution de lyse (SDS: 10 % ; HCI : 0,01 N) sojaiugés par puits et les plaques sont incubées a
37°C pendant minimum 3 h afin de libérer les cristale formazan formés. L'absorbance est
mesurée a 550 nm, par un lecteur de plaques ELMBAtiEkan EX, Labsystems). Les blancs de
lecture correspondent a du milieu a 10 % de SVReramt du MTT et la solution de lyse.

Les résultats sont présentés en pourcentage dibleont

(DOmoyennedes cellules traitées / MJennedes cellules contrbles)100+ écart-type

La morphologie des cellules traitées ou non pastéides a été observée en microscopie
optique a contraste de phase. Pour cela, les egladnt ensemencées en plaque 6 puits, cultivées
pendant 72 h puis traitées par de la diosgénind,hdeogénine ou de la tigogénine a 40 uM
pendant 24 h. Les cellules adhérentes sont rinpéesdu PBS avant d'étre observées au

microscope a contraste de phase (grossissenin).
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llI-Extraction et amplification des ARNSs

1. Extraction des ARNS totaux

Les ARNSs totaux sont extraits des cellules cultgvér milieu a 10% de SVF contenant ou
non de la diosgénine, de I'hécogénine, de la tigoggou du MG132. La concentration étudiée
pour les trois stéroides est 40 uM avec des terapgadement de 6, 12 et 24 h pour la diosgénine,
et 12 et 24 h pour I'hécogénine et la tigogénires tellules sont incubées avec 3 uM de MG132
pendant 4, 8 et 24 h. Les temps de traitementténléterminés en fonction des résultats obtenus

pour la prolifération cellulaire.

L’extraction des ARN totaux est réalisée sur envicong millions de cellules par le réactif
TRIZOL" (GibcoBRL) selon une méthode basée sur la tecknipi Chomczynski et Sacchi
(1987). Avant I'extraction, les cellules flottantetsadhérentes sont récupérées, centrifugéesslavée
deux fois dans une solution tampon de phosphasediem 1X froid (PBS ; pH 7,4) et de nouveau
centrifugées. Le culot cellulaire est lysé par 1dalTRIZOL” puis 200 pl de chloroforme sont
ajoutés avant que le lysat soit agité vigoureuseéni@ssé a température ambiante pendant 3 min
et centrifugé (12000 g, 15 min a 4°C). La phaseeasge supérieure contenant les ARNs est
récupérée afin de précipiter ceux-ci par 500 plcd@a isopropylique (10 min a température
ambiante) ; l'interface et la phase organique iefée contenant 'ADN et les protéines ne sont
pas utilisées ici. Les ARNs sont récupéres parrifegation (12000 g, 10 min a 4°C), lavés par de
I'éthanol 75%, centrifugés (7500 g, 5 min a 4°Q)séchés. lls sont ensuite repris dans de I'eau ne
contenant pas de RNase avant détre incubés a @G@ant 10 min et dosés par
spectrophotométrie UV (BioPhotometer, Eppendorf A} concentration en ARN (ug/ml) est
calculée selon la formule : D& x dilution x 40. Les ARNs sont conservés a -80°C jusqu’a

utilisation.

2. Transcription inverse

La transcription inverse ou RT («reverse transionp») permet de transcrire 'ARN
messager en ADN complémentaire (ADNc) par la trapisse inverse qui synthétise le brin

complémentaire d’ADN a partir d’'une amorce polyd/biidée avec la queue polyA des ARNm.

La RT est réalisée a l'aide du kit «OmnisdrpReverse Transcriptase Kit» (Qiagen) a
partir des ARNs totaux. Pour chaque échantillopl 2le tampon de transcription 10X, 2 ul de
dNTP (5 mM), 1 ul d’Oligo-dT (0,5 pg/ul), 1 pl dhibiteur de RNase (10 U/ul) et 1 ul de
transcriptase inverse sont mélangés a 2 ug d’ARNsix. Chaque mélange est complété a 20 ul
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avec de I'eau dépourvue de RNase avant d’étre é@duh a 37°C puis 5 min a 93°C dans le
thermocycleur (Tpersonal, Biometra®). Les ADNc aisgnthétisés sont stockés a -20°C avant

utilisation.

3. Réaction de polymérisation en chaine

La réaction de polymérisation en chaine ou PCRimsttechnique développée par Saiki et
al. (1985) permettant d’amplifier de facon exponetdiain fragment d’ADN déterminé. Ici
I'amplification se fait sur de 'ADNc et permet dode détecter le niveau d’expression d’ARNmM
recherché. La PCR est réalisée a l'aide du kit SkoTag™ DNA Polymerase Kit» (Qiagen) a
partir de 2 ul d’ADNc de chaque échantillon en mgkant 5 ul de tampon de PCR 10X, 1,5 ul de
MgCl, (25 mM), 1 pl de dNTP (10 mM), 1 ul d’amorce 50(@M), 1 ul d’amorce 3’ (20 uM),
0,25 ul de HotStarTag DNA Polymérase. Le volumenmttlange est complété a 50 pl avec de

I'eau stérile et les mélanges sont placés darrelentocycleur pour subir les étapes suivantes :

1/ activation de I'enzyme : 15 min a 95°C (1 cycle)

2/ dénaturation des brins d’ADNCc : 45 s a 94°C,

3/ hybridation spécifique des amorces avec lessbdiADNc: 45 s a température
spécifique (Tm) (voir tableau MI),

4/ élongation des brins nouvellement synthétigémin a 72°C,

Ces 3 dernieres étapes sont reproduites plusieigrsdlon les fragments a amplifier (voir
le nombre de cycles dans le tableau Ml).

5/ terminaison de la synthese des néobrins : 10anii2’C (1 cycle).

L’ADN amplifié est alors stocké a 4°C avant d'étrisualisé apres électrophorese en
tampon Tris-acétate-EDTA 0,5 X ou TAE (Tris-HCIQ M pH 7,4 ; Acétate : 1 mM ; EDTA: 1
mM) sur gel d’agarose contenant du bromure déthydi(BET). Les tailles des fragments
estimées a 'aide de poids moléculaires (échell@Gfeph Invitrogen) sont comparées aux tailles
des fragments théoriquement attendues (voir tall#auL’ADN amplifié est quantifié de facon

semi-quantitative grace au logiciel Quantity-One(Rad).

Le tableau MI suivant indique la position des araersur les séquences correspondantes de
I’ADNCc recherché (n° d’accession), la taille deagiments de PCR, ainsi que le nombre de cycle et

les températures d’hybridation (Tm) utilisées pcheique PCR.
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ADNCc N° d’accession Position de Position de
(« GenBank, NCBI ») I'oligonucléotide 5’ I'oligonucléotide 3’

B-actine XM_004814 590-611 1132-1158
p21WAFLCIPL AF265443 430-454 849-873
p53 AHO002918 129-151 609-632
Bcl-2 M14745 1386-1405 1829-1848
Bax L22473 90-110 541-563
COX-1 M59 979 521-544 801-824
COX-2 NM_000963 447-469 867-887
caspase-3 4757911 68-89 499-521
caspase-8 4502582 651-671 879-899
caspase-9 AB020979 380-400 676-695
PPARalpha 7549810 350-370 1137-1158
PPARgamma 18034679 667-690 1165-1190

ADNc Taille du produit Nombre de Tm (°C) des oligo-

de PCR (pb) cycles de PCR nucléotides

[B-actine 569 35 65

p21WAFl/CIP1 444 27 63

p53 504 30 61

Bcl-2 463 27 59

Bax 474 30 66

COX-1 303 35 61

COX-2 443 30 59

caspase-3 454 30 61

caspase-8 249 30 57,8

caspase-9 316 30 59

PPARalpha 809 27 61

PPARgamma 524 31 64

Tableau MI : Caractéristiques des PCR
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V- Analyse de I'expression des protéines

1. Western blotting

1.1 Extraction des protéines totales

Les cellules sont ensemencées dans des flaconsltdeecde 150 chselon la densité
déterminée auparavant. Apres 72 h de prolifératemgcellules sont traitées ou non par 40 uM de
diosgénine, d’hécogénine ou de tigogénine penddnt.2les cellules flottantes et les cellules
adhérentes sont récupérees, centrifugées, lavéeesmaon PBS 1X froid. Les culots cellulaires
peuvent étre congelés a —80°C si nécessaire. Ukdesesont lysées dans du tampon RIPA
(HEPES : 50 mM pH 7.5 ; Déoxycholate : 1 % ; NohiBe40 : 1 % ; SDS: 0,1 % ; NaCl : 150
mM ; Aprotinine : 20 pg/ml) contenant 40 pl/ml darsolution d’inhibiteurs de protéases
(Completév, Roche Diagnostics). Les lysats sont réecupérésegrarifugation (12000 rpm, 20 min
a 4°C) et placés dans la glace ou a -20°C avamteterminer la concentration protéique par la
technique colorimétrique de Bradford (1976) utitiske bleu de Coomassie (Bio-Rad). La lecture
au spectrophotomeétre a 595 nm est effectuée canrggamme étalon d’albumine sérique bovine
(BSA:0a12,5 pg/ml).

1.2. Extraction des protéines cytosoliques, mibockiiales et nucléaires.

Le fractionnement subcellulaire a été réalisé atirpalu kit ‘Mitochondria/Cytosol
Fractionation (BioVision). Aprés traitement aveadiasgénine pendant 6 h, les cellules flottantes
et les cellules adhérentes sont récupérées, cayae$ et lavées en tampon PBS 1X froid. Les
cellules sont resuspendues dans 500 pl de tampatratition cytosolique et incubées 10 min dans
la glace avant d'étre broyées au potter. Une dagation de 10 min a 700 g permet de récupérer
les protéines cytosoliques et mitochondriales darssirnageant (S1) et de récupérer les protéines
nucléaires et les cellules non lysées dans le .cubtculot contenant entre autre les protéines
nucléaires est repris dans du tampon d’extractiaréaire (KCl: 500 mM ; HEPES : 25 mM, pH
78; PMSF: 1 mM; DTT: 100 uM ; glycérol :10%}) eentrifugé 10 min & 20000 g; le
surnageant de cette centrifugation représentad¢didn nucléaire. Le surnageant (S1) contenant les
protéines cytosoliques et mitochondriales est dagé 30 min a 10000 g afin de récolter les
protéines cytosoliques dans le nouveau surnag&Mt e culot de cette centrifugation, repris

dans du tampon d'extraction mitochondrial, représeta fraction mitochondriale. Les
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concentrations protéiques de chaque fraction sétarishinées par la technique colorimétrique de
Bradford (1976).

1.3. Analyses de [I'expression des protéines @stal cytosoliques,
mitochondriales et nucléaires).

20 a 70 pg de protéines sont mélangés a un voldemdigue de tampon d’échantillon 2X
(Tris-HCI : 50 mM pH 6,8 ; SDS : 2 % ; Glycerol0 % ; dithiothréitol (DTT) : 100 mM ; Bleu de
Bromophénol : 0,1 %), puis dénaturés 5 min a 1068&@s un bain-marie. Les protéines sont
ensuite séparées sur un gel d’électrophorese danat(SDS-PAGE) (10 a 15% selon les
protéines). La migration s’effectue pendant 2 hO(1) dans le tampon de migration (Tris-HCI :
25 mM pH 8,5 ; Glycine : 250 mM ; SDS : 0,1%).

Apres la migration, les protéines sont transféstgsine membrane PVDF (polyvinylidene
difluoride) (Amersham Pharmacia Biotech). La membrast préalablement trempée quelques
secondes dans du méthanol avant d’étre rincéeaa peis équilibrée quelques minutes dans du
tampon transfert (Tris : 48 mM ; Glycine : 39 mMéthanol : 20 % ; SDS : 0,03 % ; pH 8,1-8,5).
Le gel de polyacrylamide est également équilibrélgues minutes dans le tampon de transfert
avant d’étre mis en contact avec la membrane debomstructions du constructeur (Invitrogen).
Le transfert s’effectue pendant 1h80V, 100 mA). Pour vérifier I'efficacité du tramst, la
membrane est colorée au rouge Ponceau (Sigmadlaffaire apparaitre les différents bandes de
protéines.

Apres lavages en tampon PBS 1X-Tween 0,1 %, la mamebest incubée pendant 1 h a
température ambiante sous agitation avec du tam@blocage (PBS 1X-caséine 4 % ou PBS 1X-
BSA 3 % selon les Ac utilisés) afin de saturerdiéss aspécifiques. Aprés avoir éliminé le tampon
de blocage, les membranes sont lavées brievemamt avétre incubées une nuit a 4°C sous

agitation avec les anticorps primaires dilués darampon de blocage.

Les anticorps (Ac) monoclonaux de souris sont dgigontre les protéines humaines
suivantes :[3-actine (Sigma, 1/5000), Bcl-2 (Dako, 1/1000), B@mmunotech, 1/2000), p53
(Santa Cruz Biotechnology, 1/1000), p21 (Santa @iatechnology, 1/500), PARP (Santa Cruz
Biotechnology, 1/100) et cytochrome ¢ (PharmindgB500). Les protéines AlF, Bid, PPARet
PPARy sont révélées par des Ac monoclonaux de lapirspadivement Sigma, 1/1000 ;

Biosource, 1 pg/ml ; Santa Cruz Biotechnology, 0/60Santa Cruz Biotechnology, 1/1000

Apres incubation, les membranes sont lavées plissfeis dans du tampon PBS 1X-Tween
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0,1% avant d’étre incubées avec les anticorps skx@s polyclonaux anti-lgG correspondants
conjugués a une peroxydase (Ac secondaire antidgGouris (Dako) ou de lapin (Southern
Biotech). La révélation des complexes antigenecarjs spécifiques se fait sous agitation 1 h a
température ambiante en présence de I'’Ac secondihiézau 1/1000 ou au 1/4000 (selon gu'il est
anti-souris ou anti-lapin) dans le tampon de blecdgs membranes sont ensuite lavées dans le
tampon de lavage afin d’éliminer I'exces d’Ac sedaine.

La révélation est réalisée par une réaction de ibtilmmmescence en utilisant le systeme
ECL™ (ECL Western Blotting Detection Reagents, AmershBmarmacia Biotech) et les
membranes sont exposées a un film autoradiographiguperfilm ECL, Amersham Pharmacia
Biotech) selon la technique donnée par le fabricant

Le poids moléculaire des bandes spécifiques aingtlées est déterminé grace a la
migration du marqueur de poids moléculaires con(Rrestained Protein Molecular Weight
standards, Low range, Invitrogen). L'intensité tigka des bandes est déterminée grace au logiciel
Kodak 1D (BioLabo).

2. Immunohistochimie de p53-phosphorylée et dunaigt de 85 kDa de
PARP

Les cellules sont ensemencées en chambre de cdéan® les conditions déterminées
auparavant, puis sont traitées ou non par 40 uMidsgénine, d’hécogénine ou de tigogénine
pendant 24 h. Le tapis cellulaire est alors rined’BS 1X, pH 7,4 froid avant d’étre fixé avec du
glutaraldéhyde (0,25%)-formaldéhyde (1%) (dansaopon TBS 1X : Tris-HCIl : 10 mM pH 8 ;
NaCl : 150 mM) pendant environ 2 min. Aprés plusselavages au TBS froid, les cellules sont
perméabilisées par du citrate de sodium 0,1%-titd8 pendant 20 min et lavées avant d'étre
incubées 1 h avec du tampon de blocage TBS-BSA .OFlesieurs lavages sont réalisés avant
d’incuber les cellules avec I'anticorps primairdyé dans le tampon de blocage) pendant 1 nuit a
4°C. L'anticorps monoclonal de souris anti-p53 pitasylée (sérine 392) (Calbiochem) est dilué
au 1/200 et I'anticorps polyclonal de souris ardigiment de 85 kDa de PARP (Promega) est dilué
au 1/500. Apres plusieurs lavages, les cellules isoabées avec I'anticorps biotinylé anti-lgG de
souris (Interchim, 1/200) pendant 40 min puis digetticorps couplé a la streptavidine et au FITC
(Dako, 1/1000) pendant 40 min a I'obscurité. Ageésges, les cellules sont observées grace a un

microscope a fluorescence (Nikon, Eclipse E800)ggissement 500).



118

V-Analyse du cycle cellulaire par cytométrie enx-lu

Les cellules sont ensemencées en plaque 6 pustselkiles de 2 puits sont réunies pour
'analyse et chaque condition est réalisée endefd. Les cellules 1547 sont traitées ou non Par 4
MM de diosgénine (12, 24 et 48 h), 40 uM d’hécageril2 et 24 h) ou 40 uM de tigogénine (12
et 24 h) et les cellules HEp-2 et M4Beu sont tesitéu non par de la diosgénine a 40 uM (12 et 24
h). Une fois traitées, les cellules flottantesestdellules adhérentes sont récupérées, centrifegee
lavées une fois en PBS 1X. Le nombre de cellulebles est ensuite déterminé par le test
d’exclusion au bleu trypan. 1@ellules sont mis dans un nouveau tube, les eslisbnt récupérées
par centrifugation, perméabilisées et fixées dang d'éthanol & 50% (pendant une nuit & -20°C)
ou dans 1 ml d’éthanol a 70% (pendant une semai®OdC). Apres cette étape a -20°C, les
cellules sont récupérees par centrifugation avattedlavées deux fois en PBS froid, reprises dans
500 pl de PBS froid contenant de la RNase A (40 d)/met incubées 20 min a température
ambiante.

Une solution mére de RNase A a 100 mg/ml (Rochgndistics) est préparée préalablement dans
du tampon Tris (Tris-HCI : 0,1 M pH 7,6 ; NaCl 10M) ne contenant pas de DNase (la DNase
résiduelle a été éliminée par chauffage a 100°Cdg@n20 min).Les cellules sont ensuite
marquées a l'iodure de propidium (IP, 50 pg/mljgussant analyse.

Les analyses sont effectuées par cytométrie en dliaide d’'un analyseur-trieur Facs
Vantage (Becton Dickinson, USA). L’excitation d&Pl'est réalisée avec la raie d’'un laser a Argon
a 488 nm et I'émission de fluorescence rouge (Kt)recueillie pour des longueurs d’'ondes
supérieures a 600 nm. Les analyses se font sousefale cytogramme : pic du signal de
fluorescence (FSC, Forward Scatter) en fonctiorladsurface du signal de fluorescence rouge
(SSC, Side Scatter) afin d’éliminer les évenemeatsespondants aux débris, agrégats et doublets.
Un minimum de 2x 10° cellules est analysé avec une vitesse de passa@da cellules/s.
L’analyse de la distribution des cellules dangliéf@rentes phases du cycle cellulaire est reaksée

partir des cytogrammes précédents avec le logibdelFit LT (Verity Software, USA).

VI-Analyse quantitative de I'apoptose

Les cellules sont ensemencées en plague 6 pudbfepEnt pendant 72 h avant d’étre
traitées ou non par 40 uM de diosgénine, d’hécogéau de tigogénine pendant 6 h (diosgénine),
12 et 24 h (diosgénine, hécogénine et tigogénine).
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L’apoptose est quantifiée par le kit «Cell Deattetdztion ELISA™®» (Roche
Diagnostics). Les lysats cellulaires sont déposés des puits d’'une plaque d’analyse recouverts
de streptavidine. Un mélange d’anticorps anti-lmeso biotinylé et d’anti-ADN conjugué a la
peroxydase est ensuite ajouté dans les puits. Aussade l'incubation (2 h sous agitation), les
mono- et les oligo-nucléosomes formés lors dedgrfrentation de I’ADN sont complexés avec les
Ac anti-histones, eux-méme capturés au fond dds par la streptavidine. De plus, les Ac anti-
ADN réagissent avec 'ADN nucléosomique. Aprés s une solution d’ABTS (2,2’-azino-di-
[3-éthylbenzothiazoline sulfonate]), substrat dpdaoxydase, est ajoutée dans les puits. Au cours
de lincubation (15 min sous agitation a tempémtambiante), une réaction colorimétrique se
développe entre 'ABTS et la peroxydase portéelgmAc anti-ADN. La quantité d’ABTS oxydé
correspondant a la quantité d’ADN fragmenté estumea 405 nm a I'aide d’un lecteur de plaque

ELISA ; le blanc de lecture étant la solution d’ABT{longueur d’onde de référence 490 nm).

Apres traitement, les cellules flottantes sont pécées et mélangées aux cellules
adhérentes fraichement décollées. Les cellulesrgonpérées par centrifugation (1500 rpm, 10
min & 4°C), puis lavées une fois dans le PBS LXd#tre comptées. 5xi@ellules sont alors
prélevées, centrifugées, et lysées par 200 ul mpda de lyse avant d’étre incubées 30 min a
température ambiante. Les lysats peuvent étre ngrsene nuit a -20°C avant le dosage. Apres
centrifugation (10 min a 200 g) des lysats, 20qitdaque surnageant sont déposés dans la plaque
ainsi que 20 ul de contréle positif (complexe mst®DN) et 20 pl de contréle négatif (tampon
d’incubation), puis 80 pl dimmunoréactif (mélangBAc anti-histones et d’Ac anti-ADN
reconstitués dans le tampon d’incubation) sontt@fodans tous les puits. Une incubation de 2 h
sous agitation (300 rpm) est nécessaire pour fagton des complexes immuns, plusieurs lavages
avec le tampon d’incubation permettent d’éliminéexées d’Ac avant d’ajouter 100 pl
d’ABTS/puits et de laisser incuber 10 a 15 min saggation (250 rpm) a I'obscurité avant les
lectures a 405 et 490 nm contre le blanc (soluiBTS).

Chaque condition est testée trois fois et les valaud05 nm et 490 nm obtenues pour le
contrble négatif sont soustraites aux valeurs al@enpour chaque échantillon. Les valeurs
moyennes d’absorbance (405 - 490) sont ensuitendiéiges pour chaque échantillon et rapportées
aux valeurs obtenues pour les contrdles cellulajoediules non traitées). Les résultats sont
exprimeés en ratio apoptotique des cellules traitédales non traitées.
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Vll-Etude du potentiel membranaire mitochondrial

Le potentiel membranaire mitochondriale A¥m est estimé en utilisant la sonde JC-1
(5,5,6,6'-tétrachloro-1,1’,3,3'-tétraéthylbenzinaidole carbocyanide iodide) (Molecular Probes).
La sonde JC-1 est un composé fluorescent qui exmtie forme de monomeres lorsqu’il est a
faible concentration et sous forme d'agrégats aefaroncentration. La fluorescence des
monomeres est verte alors que la fluorescence gitégats est rouge. La mitochondrie ayant un
potentiel membranaire intact concentre JC-1 sousndo d’agrégats qui produisent une
fluorescence rouge. Au contraire une mitochondyanfun potentiel altéré ne peut concentrer JC-

1, les monomeres produisent alors une fluorescesrte (Smiley eal., 1991)

Les cellules sont ensemencées en chambre de ¢ydtotiéerent pendant 72 h avant d'étre
traitées pendant 6 et 24 h par 40 uM de diosge(lrd7, Hep-2 et M4Beu) ou 40 uM
d’hécogénine ou de tigogénine (1547). Les cellaisérentes sont incubées dans 1 ml de milieu
contenant la sonde JC-1 (1 pg/ml) pendant 30 n8i@°&. Les photos ont été prises grace a un
microscope Nikon ECLIPSE E800 (grossissemes00).

VIllI-Dosage des activités caspases-3, -8 et -9

Le dosage des activités caspases se fait a partkitd« CaspACE™ Assay System,
Fluorometric » (Promega) apres quelgues modifioatiuval etal., 2002). Le dosage est basé
sur I'activité protéolytique des caspases. En gfflehique caspase clive son substrat apres un motif
bien précis : DEVD pour la caspase-3, IETD poucdapase-8 et LEHD pour la caspase-9. Les
substrats utilisés pour réaliser ce dosage somwmtusetipophiles grace a un groupement aceétyl et
sont couplés a un peptide, le 7-amino-4-méthylcaimagd AMC), qui est libéré lorsque le substrat
est clivé par la caspase. Une fois libéré, 'AMCe¢rde la fluorescence permettant de quantifier

I'activité de chaque caspase.

Les cellules sont cultivées dans des flacons dereutle 150 cf Les cellules 1547 sont
traitées par 40 uM de diosgénine, d’hécogénineentigbgénine pendant 12 et 24 h. Les cellules
HEp-2 et M4Beu sont traitées par 40 uM de diosgependant 12 et 24 h. Les cellules flottantes
et les cellules adhérentes sont récupérées eslgsdrs 0,1 % de citrate de sodium contenant 10 %
de triton 100X. La concentration des protéinesdéserminée par la méthode de Bradford. Les
essais sont réalisés en plaque de 96 puits opdfak®n, Becton Dickinson). 32 ul de tampon
caspase (10 mM de DTT, 2 % de DMSO) et 75 ug d&dimes sont déposés dans les puits.
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L’inhibiteur non spécifique de caspase, DEVD-CH®& @tilisé a une concentration de 2,5 mM
pour vérifier que le clivage du substrat est bi@radx caspases et non a une autre protéine ayant
un pouvoir protéolytique. La plague est incubéenii a 37°C avant de rajouter les substrats
respectifs des caspases-3, -8 et -9 (2,5 mM). u@dkcence du bruit de fond est déterminée dans
les puits contenant seulement le tampon caspdss stibstrats. La plaque est de nouveau incubée
a 37°C pendant 1 h. La fluorescence est alors reesut’aide d’un lecteur de plaque (Fluorolite
1000, Dynatech Laboratories) en utilisant une leugud’onde d’excitation de 360 nm et une
longueur d’onde d’émission de 460 nm. Les résultdat exprimés en unité relative de
fluorescence (RUF) qui correspond a la concentratidMC libéré et représentent la moyenne de

trois expériences.

IX-Dosage de 'ATP

La quantification de la production d’ATP produitrgas cellules est réalisé a 'aide du kit
«ATP Bioluminescence Assay Kit HS II» (Roche Diagfits). La détection de 'ATP est basée
sur I'activité oxydante ATP-dépendante de la lueie. La luciférine est oxydée en présence de
luciférase et de I'ATP contenu dans les lysatsutaties. La lumiere émise par cette oxydation est
donc proportionnelle a la quantité d’ATP consomme.

Les cellules 1547 sont traitées par 40 uM de diusge d’hécogéenine ou de tigogénine
pendant 6, 12 et 24 h. Les cellules HEp-2 et M4&8mt traitées par 40 uM de diosgénine pendant
6, 12 et 24 h. Les cellules flottantes et les ¢edliladhérentes sont récupérées, comptées et 2000
cellules/ml sont reprises dans du tampon de ditutidO pl de cette suspension cellulaire sont
meélangés a 100 pl de tampon de lyse. Aprés 5 nmoubation a température ambiante, 100 ul de
lysat sont mélangés a 100 pul de luciférase et émtip¢é d’ATP produit est déterminée grace a un
luminometre Lumat LB 9507 (Berthold) aprés 1 seeodd délai et 1 seconde d’intégration. Les
résultats sont exprimés en unité relative de lusdeece (URL) par seconde et représentent la

moyenne de trois expeériences.

X-Transformation bactérienne et transfection celhel

1. Transformation bactérienne

Un plasmide recombinant contenant I'élément de mépa NF«<B couplé au gene de la
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luciférase (pGL3-NFB-Luc), un plasmide recombinant contenant I'élénsmtréponse a PPAR
couplé au géne de la luciférase (pGL3-ACO-PPRE-kta)n plasmide recombinant contenant le
géne de lg3-galactosidase sous la dépendance d'un promotenstitdgif (pCMV3-gal) sont
amplifiés. Les plasmides possédant le gene detagses a I'ampicilline sont introduits par choc
thermique dans une souche bactérienne compétdaselrichia colicontenue dans le kit « One
Shof Top10 competent cells » (Invitrogen). 10 ng demies sont ajoutés & 50 pl de suspension
bactérienne. La transformation se fait par chocntigrie en incubant le mélange dans la glace
pendant 30 min avant de le placer a 42°C pendast@ds dans la glace. 250 ul de milieu SOC
(milieu riche « Bacto-Tryptone » : 2 g ; Extraitléeure : 0,5 g ; NaCl:1 M ; KCl: 1 M ; M§: 2

M ; Glucose : 2 M ; qsp 100 ml.B distillée, pH 7,0) sont ajoutés a ce mélangéersemble est
incubé pendant 1 h a 37°C sous agitation. 50 qul 6@ cette suspension sont étalés sur des boites
de Pétri contenant du milieu Luria Broth (LB) ag@ibco BRL) et de I'ampicilline (50 pg/ml),

marqueur de sélection des bactéries transformésshadites sont ensuite incubées une nuit a 37°C.

2. Création de souchiers

Une colonie de bactérie isolée transformée parwhaes plasmides (pGL3-NéB-Luc,
pGL3-ACO-PPRE-Luc ou pCM\B-gal) est repiquée dans 3 ml de milieu LB contendat
lampicilline (50 pg/ml) et incubée une nuit a 37¥0us agitation. 700 pl de chacune des
suspensions bactériennes sont mélangés a 300 pglydérol afin d’étre conservées a -80°C

(souchiers). Le reste de la suspension est conperud’extraction plasmidique.

3. Amplification et purification de '’ADN plasmidige

Ces étapes sont réalisées a l'aide du kit « QiagBte®mid Purification Maxi Kit »
(Qiagen). 500 ml de milieu LB sont ensemencés a5@@ I de suspension bactérienne
recombinante et incubés une nuit a 37°C sous myitaAprés centrifugation (6000 g, 15 min a
4°C), les culots de bactéries sont repris dans fLdertampon P1 (Tris-HCIl: 50 mM pH 8,0 ;
EDTA 10 mM ; RNase A : 100 pg/ml), puis dans 10daltampon P2 (NaOH : 200 mM ; SDS:
1%). Le mélange est agité 4 a 5 fois par retourm¢meincubé 5 min a température ambiante. 10
ml de tampon P3 (acétate de potassium : 3 M, pHS®Bt ensuite ajoutés, le mélange est encore
agité 4 a 5 fois par retournement et incubé 20daims la glace. Ce mélange est centrifugé a 20000
g 30 min a 4°C afin de récupérer les surnageamtteant '’ADN plasmidique. Les surnageants

sont de nouveau centrifugés a 20000 g 15 min a #d¥hdant la centrifugation, la colonne
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« Qiagen-Tip 500 » est équilibrée avec 10 ml depamQBT (NaCl : 750 mM ; MOPS 50 mM
pH 7,0 ; isopropanol : 15% ; TritdX-100 : 0,15%). Les surnageants sont ensuite dépmgéla
colonne qui est lavée deux fois avec 30 ml de tamm®G (NaCl: 1 M ; MOPS : 50 mM pH 7,0 ;
isopropanol : 15%). L’élution de 'ADN plasmidiquetenu par le filtre de la colonne est réalisée
en appliquant 15 ml de tampon QF (NaCl : 1,25 MsTi50 mM ; Tris-Cl pH 8,5 ; isopropanol
15%). L’ADN récupéréest alors précipité avec 0,7 volume d’isopropanollgacentrifugé a
15000 g 30 min a 4°C. Les surnageants sont élimehé&ss culots sont repris par 1 ml d’éthanol a
70%. Aprés une derniere centrifugation (15000 gmiQ a 4°C), le culot est séché sous vide et
repris par un volume deau distillée approprié. DWW plasmidiqgue est dosé par
spectrophotométrie UV (BioPhotometer, Eppendorf A3 concentration en ADN (pg/ml) est
calculée selon la formule : Dg) x dilution x 50. Les ADNs sont conservés a -80°C jusqu’'a

utilisation.

4. Transfection cellulaire transitoire par les plades pGL3-NF«B-
Luc/pCMV-3-gal ou pGL3-ACO-PPRE-Luc/pCMY3-gal

Les cellules 1547 sont ensemencées en plaque $aH000 cellules/puits de maniére a
avoir 80% de la confluence au moment de la tratisfec’2 h aprés I'ensemencement. La
transfection se fait en utilisant la Lipofectamin20®0 (Invitrogen) et selon le protocole suivant :
'ADN plasmidique (1 pug par puits : pGL3-NEB/ pCMV-3-gal, pGL3-ACO-PPRE/pCM\i-
gal) est mélangé a 100 pl de milieu 10% de SVFgae adoucement. La lipofectamine est
également diluée dans 100 pl de milieu 10% de Skéntad’étre incubée 5 min a température
ambiante. L’ADN plasmidique et la lipofectamine fiipréparés sont mélangés et incubés pendant
20 min a température ambiante afin de permettrefdianation des complexes ADN
plasmidique/agent transfectant. Aprés incubatiod) I d’ADN plasmidique complexé a la
lipofectamine et 300 ul de milieu 10% de SVF soépabés dans chaque puits de la plague de
culture et incubés a 37°C pendant 4 h avant di@&mneplacés par 2 ml de milieu 10% de SVF
jusqu’au moment du traitement (24 h plus tard). teldules transfectées sont traitées ou non par
40 uM de diosgénine, d’hécogénine ou de tigogéperelant 24 h. Des cellules non transfectées

sont utilisées comme contrble de transfection.
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5. Préparation des lysats cellulaires

Afin de doser les activités luciférase galactosidase, les cellules sont lysées selon la
technique décrite par le constructeur (Promegag. dienageants contenant les cellules flottantes
sont récupérés et les cellules sont séparées parifegation. Les cellules adhérentes sont
récupérées en grattant le tapis cellulaire a I'aide300 pl de solution de lyse ou RLB 1X
(Reporter Lysis Buffer) ayant agit a températurebiamie pendant 15 min sous agitation. Les
cellules adhérentes et les cellules flottantes sastemblées, mises dans la glace, agitées
vigoureusement 10 a 15 s avant d’étre centrifu@@s000 rpm, 2 min a 4°C). Les lysats sont

transférés dans de nouveaux tubes avant d'étre dosstockés a -80°C.

6. Dosage de l'activité luciférase

L’activité luciférase de chacun des lysats reflétaativation des promoteurs contenant les
eléments de réponse a KB-ou a PPAR (PPRE) est dosée selon le protocolatduLuciferase
Assay System » (Promega) a partir de 40 pl de Bis200 ul de réactif. Le dosage se fait a l'aide
d’'un luminometre a tube unique avec injecteur (Luirid 9507, Berthold), la mesure se faisant
pendant 10 secondes toutes les 3 secondes. Ld sigmaescent est produit en oxydant la
luciférine en oxyluciférine grace a la luciférase présence d’ATP et de Mg L’activité
luciférase est exprimée en unité relative de lusgrace émise par sec (URL/seconde).

7. Dosage de l'activitB-galactosidase

La cotransfection du plasmide pCMfgal et des plasmides pGL3-NdB-Luc ou
pGL3/ACO-PPRE-Luc permet de normaliser I'activit€iférase. Le dosage defeagalactosidase
est réalisée en plaque 96 puits a l'aide du Bitgalactosidase Enzyme Assay System » (Promega)
selon le protocole indiqué par le fabricant. Unegee étalon d’activit@-galactosidase allant de O
a 5 mU/ul est réalisée afin de déterminer I'aatidans les échantillons. 50 pl de lysats dilués dan
la solution de lyse RLB ainsi que 50 ul de chagaedard de la gamme sont déposés en plaque 96
puits et 50 ul de tampon de réaction 2X sont afuté plaque est incubée a 37°C jusqu'a
apparition d’'une coloration jaune (30 min a 3 h&syue la coloration apparait, c’est-a-dire dées
gue le substrat ONPG (O-nitrophérfdsb-galactopyranoside) est hydrolysé papigalactosidase
en O-nitrophényl (jaune), la réaction est arrét@eguldition de 150 pl de carbonate de sodium 1M

et 'absorbance est lue a 420 nm dans un lectepladgie.
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XI-Preparation des extraits nucléaires et étude de
I'activation de NFKB et PPAR par des analyses de retard

sur gel

Les cellules 1547 sont ensemencées en flacon teede 150 cf proliférent pendant 72
h et sont traitées ou non par 40 uM de diosgénihécogénine ou de tigogénine pendant 24 h ou
par 3 UM de MG132 pendant 4 h.

1. Préparation des extraits nucléaires

Les protéines nucléaires sont isolées comme c&tid @ecrit par Dignam al. (1983) aprés
avoir fait quelques modifications. Les cellulestimtes et les cellules adhérentes sont récupérées,
centrifugées (1300 rpm, 10 min a 4°C), lavées dénis en tampon PBS froid. Apres
centrifugation, les cellules sont lysées dans 608'wne solution saline de faible concentration
(HEPES :10 mM, pH 7,9 ; KCI: 10 mM; DTT : 1 mMpmtenant un cocktail d’inhibiteurs de
protéases (Compléte Roche Diagnostics) et du nonidet-p40 (NP-40 0)5@is la solution est
agitée vigoureusement et incubée 20 min dans leeglae surnageant correspondant a I'extrait
cytosolique est récupéré apres centrifugation (2@ min a 4°C), dosé et conservé a -80°C. Le
culot de noyaux est alors repris par 50 ul d’'udatsm saline hautement concentrée (HEPES :10
mM, pH 7,9 ; NaCl : 420 mM ; DTT : 1 mM) en préserade Complef®. Apres incubation de 30
min dans la glace sous agitation (au vortex) intiéemte, les débris nucléaires sont éliminés par
centrifugation (13000 g, 10 min a 4°C). Le surnagearrespondant a I'extrait nucléaire est dosé
et conservé a -80°C. Le dosage protéique de ceatexast effectué par la méthode colorimétrique
de Bradford.

2. Analyse de retard sur gel

L’effet des stéroides végétaux (40 uM) sur l'adiva de NFkB et de PPAR est évalué
par la technique de retard sur gel. Son principese sur l'utilisation d’oligonucléotides marqués
au®?P contenant I'élément de réponse spécifique aedacte transcription NKB ou au récepteur
nucléaire PPAR étudié. Les sondes marquées sartigas en présence des protéines nucléaires et

la fixation de NFkB ou de PPAR sur 'ADN est mis en évidence par r@adiographie apres
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séparation des complexes formés par électropheresenditions natives. La fixation de protéine

sur ’ADN retarde la migration de celui-ci.

Les séquences nucléotidiques des sorsdes et antisens pour MB- sont les sondes
suivantes :

-sonde sens : 5’-GAT C& GTT GAG GGG ACT TTC CCA GGC G-3

-sonde antisens : 3ICCAA CTC CCC TGA AAG GGT CCG CCT AG-5’

site consensus NkB

Les séquences des sondes sens et antisens pouisBRRE
- sonde sens : 5-AGT AG GAC AAA GGT CA-3
- sonde antisens : BEC TGT TTC CAG AG AG-5’

site consensus PPRE

2.1. Hybridation des sondes monocaténaires

Les sondes sens et antisens sont reprises dangade ultra pure afin d’obtenir une
concentration de 1 pg/ul, puis diluées (10 ng/iwBna d’étre mélangées volume a volume et

incubées 5 a 10 min dans la glace.

2.2. Marguage radioactif des sondes hybridées

Le radiomarquage des sondes par{P]dCTP utilise le fragment de klenow de I'ADN
polymérase | qui va intégrer les dNTP complémeesaite la matrice mono-brin des sondes, et en
particulier I'la-**P]dCTP. 2 pl des sondes hybridées (ou 10 ng) smubiés pendant 30 min &
température ambiante avec 2 ul de tampon de maequ8gX (tampon de klenow), 0,5 ul
d’enzyme de klenow (Promega), 2 pl de dNTP 6 mMif(ses dCTP), 1 pl deof-*?P]dCTP
(Activité spécifique : 3000 Ci/mmol) (Amersham Pmacia Biotech), le volume étant complété a

20 ul avec de 'eau.

2.3. Purification

Deux volumes (40 pl) d’éthanol absolu et 1/10 dewe (2 ul) d’'une solution d’acétate de
sodium (3 M) sont ajoutés a la solution. Aprés uneeibation de 30 min a -20°C, la solution est
centrifugée (10 000 g, 5 a 10 min a 4°C). Le sueaag est ensuite éliminé et le culot est repris
dans 20 ul d’eau. Un comptage radioactif est easifectué de maniére a avoir un marquage des

sondes de 2 cps/ul.
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2.4. Réaction de fixation

10 pg d’extraits nucléaires sont pré-incubés pentldammin a 4°C avec 2 pl de tampon de
fixation 10X pour NFkB ou 5X pour PPRE (tampon de fixation 10X : TrisdHOO mM, pH 7,4 ;
MgCl, 10 mM ; EDTA 5 mM ; Glycérol 50 % (v/v) ; NaCl 508M ; DTT 5 mM ; tampon de
fixation 5X : Hepes 20 mM, pH 7,9 ; MgC20 mM ; EDTA 4 mM ; Glycérol 40 % (v/v) ; KCI
160 mM ; DTT 4 mM), 2 ul de poly(didC) (1pg/ul),rdaun volume final de 20 pl. Les extraits
nucléaires sont ensuite incubés pendant 30 mini&mentaires a 4°C en présence de 2 pl (1 ng)
de sonde marquée. Aprés addition de bleu de cl{arg&tube), les échantillons sont déposés sur
un gel de polyacrylamide a 5%. La migration des mlenes ADN-protéine s’effectue en
conditions natives en tampon TBE 0,5 X (Tris-BorAt&tate) pendant 45 min a 100-150 V.
Aprés migration, le gel est séché et révélé pasradiographie aprés avoir été mis au contact d’'un

film pendant une nuit a -80°C

Pour s’assurer de la spécificité de la liaison, élesles de compétition sont réalisées par
une pré-incubation des extraits nucléaires en poéssoit d’'un excés de sonde froide spécifique
double-brin (non radio-marquée, dont la concemtnaéist 100 fois plus importante que celle de la
méme sonde marquée), soit d'une sonde froide S+l spécifique (€élément SP-1: 5'-
ATTCGATCGGGGCGGGGCGAGC-3), avant I'addition dedande radio-marquée.

Les protéines présentes au niveau des dimeres daBNbnt identifiees apres une analyse
de retard sur gel. Pour cela, 1 pg d’anticorps@éti ou anti-p50 (Dako) sont ajoutés au moment
de la réaction de fixation2 pl de tampon de fixation 10 X ; 2 ul de poly(d)d& 1 pg/ul) ; 10 pug
d’extraits nucléaires ; eau gsp 20 pl; 1 pg d@mps. Le mélange est incubé pendant 30 min a
4°C. 4 ul de sonde marquée sont ensuite ajoutéseinge réactionnel qui est incubé pendant 30
min supplémentaires a 4°C. Ensuite, les échansilimnt déposés comme pour I'analyse de retard

sur gel.

XlI-Etude de l'activité COX-2 par dosage de la BGE

Les cellules sont ensemencées en plaques 6 platslear densité respective. Les cellules
1547 sont traitées ou non aprés 72 h de prolit@rgtiar la diosgénine pendant 6, 12 et 24 h,
I’'hécogénine et la tigogénine a une concentrated@ uM pendant 12 et 24 h. Les cellules HEp-2
et M4Beu sont traitées ou non par la diosgéninelg@n6, 12 et 24 h. Chaque condition est

réalisée trois fois. Apres traitement, les surnatgesont prélevés et peuvent étre soit testésmut
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suite soit congelés a -80°C. Le nombre de celluieantes est déterminé par comptage au bleu

trypan sur cellule de Malassez.

Le dosage de la PGEjui est le premier produit du métabolisme deidl@a@arachidonique,
se fait a I'aide du kit « Prostaglandig-EBonoclonal enzyme immunoassay » (Cayman Chemical).
Ce dosage est basé sur la compétition entre la PBE ou moins présente dans nos échantillons
et entre un traceur (conjugué P&Heétylcholinestérase) dont la concentration esstemte pour
une quantité limitée d’Ac monoclonal de souris #@E. La quantité de traceur capable de se
fixer a I'Ac anti-PGE est inversement proportionnel a la concentraterP Gk dans le puits. Le
complexe Ac-PGE(libre ou conjugué) se lie aux Ac polyclonaux #éwre anti-souris fixés dans
le puits. La plaque est lavée pour éliminer toutqoé n'a pas été fixé. Afin de déterminer la
guantité de traceur fixé, le réactif d’'Ellman coatet le substrat de I'acétylcholinestérase est@jou
a chaque puits. Le produit de la réaction enzymatigst coloré (jaune) et est donc détectable par
spectrophotométrie a une longueur d'onde de 412 hiabsorbance ainsi obtenue est
proportionnelle a la quantité de traceur fixé etensement proportionnelle a la quantité de PGE
présente dans nos échantillons. La concentratioimmale détectable est de 3 pg/ml apres 90 min
d’incubation et la spécificité de ce test est d8%@our la PGE Il existe des réactions croisées
avec PGJ (1%), PG, (< 0,01%) et TXB (< 0,01%).

Le dosage des échantillons se fait apres recotiatitdes réactifs (tampon EIA, tampon de lavage,
traceur, anticorps anti-PGEcomme I'a indiqué le constructeur. Une gammedsesh de PGE
allant de 0 a 1 ng/ml est réalisée pour permedtgubntification et plusieurs contréles doiveng étr
faits. Chaque plaque doit contenir 2 blancs (almswe du réactif d'Ellman), 2 puits TA
représentant l'activité enzymatique totale du trag¢egaceur, réactif d’Ellman), 2 puits NSB ou
puits de contrble de liaison non spécifique duguadqtampon EIA, traceur, réactif d’Ellman), 2
puits BO de liaison maximale du traceur (tampon,Etaceur, Ac anti-PGkE réactif d’Ellman).
50 ul de chacun des standards et 50 ul de chasuéctiantillons non dilués sont déposés dans les
puits en présence de 50 ul de traceur et de 5@\plahti-PGE. Les puits NSB contiennent 100 ul
de tampon EIA et 50 ul de traceur et les puits Btiennent 100 ul de tampon EIA, 50 ul de
traceur et 50 ul d’Ac. La plaque est incubée 184G sous agitation avant d’étre vidée et lavée 5
fois avec le tampon de lavage. Ensuite, 5 pl deetnasont ajoutés dans les puits TA et 200 pl de
réactif d'Ellman sont ajoutés dans tous les pudsplaque est alors incubée a I'obscurité 60 a 90
min sous agitation avant d’étre analysée a 412miaateur de plague ELISA.

Les résultats sont exprimés en quantité de PG ml (pg/ml) rapporté au nombre de

cellules viables présentes dans les puits (pg/tht/élules). La concentration de P&&st obtenue
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en tenant compte des valeurs d’absorbance dessbktnen utilisant la courbe de référence
d’équation standard/BO=f([PGR

Xlll-Utilisation du modele 1547/diosgénine en SAdFFF

1. Principe de la SAFFF (« sedimentation field ffoactionation »)

La technique de fractionnement par couplage flugdoou SAFFF (« sedimentation field
flow fractionation ») a été développée dans lestasr60 et est une technique apparentée a la
chromatographique liquide. Le principe de la SdEBFbasé sur I'élution différentielle de diverses
espéces dans une phase mobile qui passe dansalggarontal de tres faible épaisseur soumis a
un champ externe gravitationnel perpendiculaire cnal. La SdFFF utilise un champ
mutigravitationnel généré par la rotation du cytadelle est préférentiellement utilisée pour
séparer des especes de la grandeur du micron ctesroellules. La SAFFF sépare les cellules en
fonction de leur taille, de leur densité et de ltatme. La SdFFF est largement utilisée dans
différents domaines comme I'hématologie, la redhersur le cancer, les analyses bactériennes, la
neuroscience afin de séparer et de purifier lelilesl (Wang etal., 2000 ; Sanz eal., 2002 ;
Lautrette etal., 2003). La SAFFF sépare les cellules en consebuaégrité des cellules. Elle ne
modifie pas leur viabilité, n’induit pas I'apoptosé n’altere ni le stade de différenciation ni la
maturation des cellules.

A densité équivalente (lorsque les cellules ongimittleur position d’équilibre dans le
canal), les particules de grande taille sont élydes rapidement et sortent donc en premier par
rapport au particules de petite taille. Le proféldtion des cellules ou fractogramme dépend des
caractéristiques cellulaires et est composé d’'uarnve mort correspondant a des espéeces non
retenues dans le canal, et d’'un pic d'absorbanoesmondant au plus grand nombre de cellules
éluées de la méme maniere. Dans le systeme Sd&BEpération des cellules ne dépend que de
leur taille et de leur densité car le rapport derdon (temps d’élution du volume mort/ temps de
rétention) dépend de la vitesse du flux de la phmaebile et du champ externe. Le temps de
rétention des cellules obtenu pour chaque condésircomparé, celui-ci étant estimé par le temps
nécessaire pour atteindre le sommet du pic d’élutio

Nous avons utilisé le modéle d’induction apoptaticeellules 1547/diosgénine afin de
montrer que la SAFFF peut étre utilisée comme datilétection rapide de I'apoptose. Nous avons
comparé le résultat obtenu apres SdFFF avec dsauntaéles d’induction connu pour induire

'apoptose de facon importante (staurosporine etlBR} et avec I’hécogénine et la tigogénine qui
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ont une activité pro-apoptotique modérée par rapta diosgénine (Corbiére &, 2003).

2. Traitement des cellules 1547

Les cellules 1547 ont été cultivées en flacon diéur de 150 ch Aprés 72 h de
prolifération, les cellules sont traitées ou nonlpadiosgénine (40 uM), I'hécogénine (40 uM), la
tigogénine (40 uM), la staurosporine (0,1 uM) oM€&132 (3 uM) pendant 6, 12 et 24 h. Les
cellules flottantes et les cellules adhérentes sinipérées, comptées et la viabilité cellulaite es
déterminée par la méthode d’exclusion au bleu trypas cellules sont lavées deux fois en PBS

(pH 7,4) et la concentration cellulaire est ajusté@x 10° cellules/ml avant I'analyse en SdFFF.

3. Détection de I'apoptose

3.1. Microscopie optique

Pour I'observation des cellules en microscopieblgsiles cellules sont traitées par la
diosgénine (40 uM), la staurosporine (0,1 uM) oMIB132 (3 uM) pendant 6 h avant d'étre
fixées dans du PBS contenant 0,25 % de glutaratiébt 1 % de formaldéhyde pendant 2 min a
37°C. Elles sont ensuite lavées plusieurs foisB8 Bvant d’étre observées avec un microscope a

contraste de phase (grossissemefd0).

3.2. Dosage de la fragmentation de 'ADN

L’apoptose a également été quantifiée par le kiSBLde détection des fragments mono-
et oligo-nucléosomiques (cf. VI) apres 24 h detéraent par la diosgénine, I'hécogénine, la

tigogénine, la staurosporine et le MG132.

3.3. Marquage des cellules au DAPI

Le marquage des cellules au DAPI permet d’évaleohdensation du noyau des cellules
et donc d’évaluer I'apoptose. Cette technique aiiéée afin de vérifier que la SAFFF n’induisait
pas I'apoptose dans nos conditions. Apres 24 halkernent avec la diosgénine, les cellules sont

incubées dans une solution de DAPI a 0,5 pg/mlitestaapres le passage en SAFFF.
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4. SAFFF et détermination du diametre des cellules

Pour l'analyse en SdFFF, 100 ul de suspensionlaedusont injectés. Les cellules sont
alors entrainées par la phase mobile constituéeBf (pH 7,4) dont le débit est réglé sur 0,6
ml/min par une pompe a chromatographie Spectroflo@-ABI Kratos (ABI-Kratos, Ramsey, NJ,
USA). A l'intérieur du canal, les cellules sont sdges a un champ gravitationnel externe de 40 +
0,03 g créé par la rotation du canal. L’élution deBules est mesurée a 254 nm par un détecteur
d’absorbance Water 484 (Water associate, Milfordy, MUSA). Pour chaque condition, trois
injections sont réalisées afin de comparer les sedeprétention des cellules traitées et des csllule
controles.

Le diamétre des cellules est déterminé a I'aiden &dampteur de particules ou « Coulter
Counter ». La suspension cellulaire {2L&P cellules) est diluée dans I'lsoton® dans un volume
final de 15 ml. Les résultats expriment la différerde diametre entre les cellules traitées et les

cellules contréles (en um) et représentent la mogenécart-type de trois estimations.

XIV-Statistiques

Les analyses statistiques de différences entreétegtats concernant les cellules traitées et
les cellules témoins ont été réalisées par desysemlde variances (ANOVA). Une valeur de
variance inférieure a 0,05 (P<0,05) est considéodeme significative. Toutes les expériences ont

été réalisées trois fois.
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Résultats
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Objectifs

Un travail réalisé au préalable sur les celluled 718 0ostéosarcome humain a permis de
montrer qu’un stéroide végétal, la diosgénine,tavaieffet anti-prolifératif important. Ce travalil
nous a amené a comparer 'effet anti-proliféragifd&ux autres stéroides végeétaux, 'hécogénine et
la tigogénine avec celui de la diosgénine. Ces tstéroides ont donc été testés sur les cellules
1547. Une fois cette comparaison établie, nous awbrerché a savoir si la diosgénine avait un
effet similaire sur deux lignées cellulaires d'amg différente: les cellules HEp-2
(laryngocarcinome) et les cellules M4Beu (mélanomkea voie d’induction apoptotique
mitochondriale et l'activité de la cyclooxygénasesit été analysées sur les trois lignées

cellulaires afin d’établir un mécanisme d’actionla@eliosgénine.
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|- Effets de la diosgénine, de I'hécogénine et de |

tigogénine sur les cellules 1547

1. Prolifération cellulaire

1. 1. Etude de la prolifération cellulaire paMe&T

Les cellules 1547 sont cultivées dans du milieutamsnt 10 % de SVF pendant 72 h avant
d’étre traitées par la diosgénine a 10, 20, 40080100 uM pendant 4 jours afin de déterminer
I'effet de cette molécule sur la prolifération cddlire par rapport a un témoin. La prolifération
cellulaire est estimée par le test au MTT.

Les résultats obtenus apres 24 h de traitementremngue la diosgénine inhibe la
prolifération en fonction de la concentration s@ : 8 %, 13 % et 86 % d’inhibition avec 10, 20
et 40 uM respectivement (P<0,05). Les concentratidfl, 80 et 100 uM provoguent une
diminution similaire (86 %) de la croissance cadlité : pour cette raison, nous avons choisi de

travailler a la concentration de 40 uM (Figure RI-1

Afin de vérifier si des composés voisins de la géssne ont les mémes effets sur les
cellules 1547, nous avons réalisé un test de pratibn au MTT avec deux molécules de structure
proche, I'hécogénine et la tigogénine (Fig. 19 7)1 Les cellules ont été traitées avec ces
molécules a une concentration de 40 uM afin de emengeurs effets a celui de la diosgénine a la
méme concentration.

Nous avons observé une inhibition de la prolifératie 38 % avec I'hécogénine (P<0,05)
et de 53 % avec la tigogénine (P<0,05) apres 2& thaitement (Figure RI-2).

Les résultats précédents ont été confirmés par amptage au bleu trypan afin de
déterminer la viabilité des cellules apres traitetpar rapport au contrdle.
De plus, le test de cytotoxicité basé sur la libérade la lactate déshydrogénase indique que la

concentration utilisée n’est pas cytotoxique.
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1. 2. Observation des cellules en microscopieqapti

L'observation des cellules 1547 en microscopie quai permet également de voir les
différences de morphologie induites ou non par fess stéroides végétaux. La figure
correspondant aux cellules traitées par la diosg@éai40 UM montre la réduction de la taille des
cellules, la condensation du cytoplasme et I'apiparide filaments cytoplasmiques entre les
cellules par rapport aux cellules contréles. Autre, le traitement des cellules 1547 par
I’'hécogénine ou la tigogénine n’induit pas de migdiion morphologique par rapport aux cellules

contréles (Figure RI-3).
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Figure RI-3 : Observation en microscopie optique de cellules 1547 traitées par la

diosgénine, I'hécogénine et la tigogénine a 40 uMpdant 24 h (grossissement 400).
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2. Etude du cycle cellulaire et étude de I'exp@ssie p21 et p53

L’inhibition de la prolifération cellulaire peutexpliquer par deux phénomeénes qui sont un
ralentissement ou un arrét du cycle cellulair€'ietiiction de I'apoptose. Nous allons, dans un
premier temps, étudier le cycle cellulaire desutedl 1547 apres traitement par les trois molécules
et, dans un deuxiéeme temps, nous étudierons I'sgjome des protéines régulatrices du cycle
cellulaire : p21 et p53.

2. 1. Etude du cycle cellulaire par cytométridlar

Les cellules 1547 ont été traitées par 40 UM degdinine pendant 12, 24 et 48 h. Apres
12 h de traitement, les cellules 1547 s’accumwerpphase Gcomme lindique le pourcentage de
cellules (34 %) par rapport au contréle (26 %) (PSR Cette accumulation est accentuée a 24 h:
50 % de cellules sont en phasg®& aprés traitement par la diosgénine comparé a ot les
cellules non traitées. Par conséquent, le nombieellides en phase S diminue considérablement
apres traitement ; en effet, seulement 21 % deleslkraitées sont en phase S alors que 46 % de
cellules non traitées sont en phase de réplicaflerplus, une population subr@pparait apres 48
h de traitement, cette population est le plus sougssociée a des cellules apoptotiques (Figure
RI-4).
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Figure RI-4 : Effets de la diosgénine sur la distbution des cellules 1547 dans le cycle
cellulaire. Les cellules ont été traitées pendant 12, 24 et par la diosgénine a 40 uM avant

d’étre analysées en cytométrie en flux aprés urguosae a l'iodure de propidium. Les valeurs

représentent la moyenne de trois expériences.

L’étude du cycle cellulaire a également été réalgres traitement par ’'hécogénine et la
tigogénine a 40 uM pendant 12 et 24 h. Comme letrades résultats obtenus et contrairement a

la diosgénine, ces deux stéroides n’induisent fasétl du cycle cellulaire, ni @ 12 h ni a 24 h

(Tableau RI-1).
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Gy/G1=50+£2,1%
S=21+0,1%
G/M=29+21%
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contrble 12 h hécogénine 12 h tigogénine 12 h
Go/G1 43+2 % 46 +1,2% 46,2+ 1,3 %
S 39+0,5% 36,5+0,4 % 345+0,4 %
GoM 18+1,5% 175+12% 194+12%
contrble 24 h hécogénine 24 h tigogénine 24 h
Go/G1 39+13% 40+1,4% 43+12%
S 48 + 0,4 % 48 + 0,8 % 47 +1 %
GJo/M 125+0,8 % 12+0,8% 10,4+ 0,3 %

Tableau RI-1: Effets de I'hécogénine et de la tiggenine a 40 uM sur le cycle
cellulaire des cellules 1547.es cellules ont été traitées pendant 12 et 24 litgicogénine et la
tigogénine a 40 uM avant d’étre analysées en cytraengn flux aprés un marquage a l'iodure de

propidium. Les valeurs représentent la moyenneaile éxpériences.

2. 2. Etude de quelques régulateurs du cyclelaghu

2. 2. 1. Expression de p21

p21 fait partie de la famille de protéines Cip/Kjpi sont des CKI (inhibiteurs des CDKSs)
régulant la progression du cycle cellulaire. L’egsion du transcrit de p21 et de la protéine a été
analysée apres traitement par les trois stéroides.

L’expression de '’ARNm de p21 est augmentée apdels 8e traitement par la diosgénine
(1,5 fois par rapport au contrdle, P<0,05) mai$'est pas apres traitement par I’hécogénine et la
tigogénine (Figure RI-5A). L’étude de I'expresside la protéine montre que les trois stéroides
induisent I'expression de p21 (2 fois plus impotamvec la diosgénine et 2,5 fois avec

I’'hécogénine et la tigogénine par rapport au cdeti®<0,05) (Figure RI-5B).
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Figure RI-5 : Expression de 'ARNm (A) et de la praéine p21 (B) dans les cellules

1547 apres traitement par les trois stéroides (digénine, hécogénine, tigogéninefA) RT-
PCR réalisées sur les cellules 1547 controles aitéés par la diosgénine, I'hécogénine et la
tigogénine a 40 uM pendant 12 et 24 h. (B) Wedbdoh réalisé sur les cellules 1547 traitées ou
non (C, contréle) par la diosgénine (D), 'hnécogéniH) et la tigogénine (T) pendant 24 h.
L’intensité des bandes a été quantifiée par analgssitométrique en utilisant lractine comme

contréle interne (* différence significative pappert au contréle, P<0,05).

2. 2. 2. Expression de p53

Il est désormais bien connu que la protéine supptesdes tumeurs p53 inhibe la
croissance cellulaire en induisant un arrét duecgellulaire et/ou I'apoptose. C’est pourquoi hous

avons analysé son expression par RT-PCR ainsiauegstern blot.

L’analyse de TARNm de p53 montre que la transaoipiest induite apres traitement par la
diosgénine et par la tigogénine (1,3 fois par rappo contrble, P<0,05) et non apres traitement

par 'hécogénine (Figure RI-6A).
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Les résultats concernant la diosgénine sont caerrgl I'étude de I'expression de la
protéine qui montre que l'expression est 1,2 fdisspmportante lors du traitement par la
diosgénine par rapport au témoin. Le traitementl’pacogénine et la tigogénine ne modifie pas

I'expression de la protéine p53 comparé au contiilgure RI-6B).

A Temps (h)
contrble 12 h 24 h

diosgénine

héCOgénine —— ——— ———

HJOGENING | — — —

B-actine [N G G-

B contréle D H T
p53

—— e ———

B-acting | s ee———" —

Figure RI-6 : Expression de 'ARNm (A) et de la praéine p53 (B) dans les cellules
1547 apres traitement par les trois stéroides (digénine, hécogénine, tigogéninefA) RT-
PCR réalisées sur les cellules 1547 controles aiteés par la diosgénine, I’hécogénine et la
tigogénine a 40 uM pendant 12 et 24 h. (B) Wedbdohréalisé sur les cellules 1547 traitées ou
non (contrdle) par la diosgénine (D), I'hécogénii® et la tigogénine (T) pendant 24 h.
L'intensité des bandes a été quantifiée par anagssitométrique en utilisant faactine comme

contrble interne.

La régulation de l'activité de p53 se fait par éifnts mécanismes dont le plus connu est
la phosphorylation de la protéine. En effet, laggtwrylation de p53 favorise sa stabilité et son
activité. L'analyse de la phosphorylation de p58 kusérine 392, révélant la stabilité de la
protéine, montre que seules les cellules 154 &&saipar la diosgénine expriment une p53 active
(Figure RI-7).
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contrble diosgénine

hécogénine ' tigogénine

Figure RI-7 : Expression de p53 phosphorylée sur laérine 392 dans les cellules 1547
apres traitement par la diosgénine, I'hécogénine ola tigogénine.Les cellules 1547 ont été
traitées ou non (contréle) par la diosgénine, dg&mine et la tigogénine a 40 uM pendant 24 h.

Les photographies ont été prises avec un microsddqmn (grossissememnt 500).

Apres avoir étudié l'effet des molécules sur le leycellulaire, nous avons analysé

I'apoptose qui est le deuxieme mécanisme pouvasiicper I'effet anti-prolifératif observe.

3. Induction de I'apoptose ; analyse de la frageusmm de 'ADN

L’apoptose a tout d’abord été évaluée en étudmritagmentation de '’ADN qui est un
evenement se produisant lors de la derniere étapkapoptose avant que les cellules ne se

divisent en plusieurs corps apoptotiques ensuidgqtytés par les cellules environnantes.

Le test ELISA a été réalisé sur la totalité detuted (flottantes et adhérentes) traitées ou
non par 40 uM de diosgénine pendant 6, 12 et 2Z4etude de I'induction de la fragmentation de
'ADN a également été faite aprés traitement pa&edogénine et la tigogénine a la méme
concentration mais uniquement a 24 h étant donsé&dsultats concernant I'inhibition de la
prolifération. Le tableau RI-2 suivant montre lagmentation de '’ADN au cours du traitement.
Le ratio apoptotique, qui est le rapport de larinagtation de I'ADN des cellules traitées et celle
des cellules témoins, indiqgue que la diosgénineuiindune plus forte génération

d’oligonucléosomes que les deux autres stéroideseftet, le ratio est de 5,5 pour les cellules
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traitées par la diosgénine comparé a 2,2 pourgagénine et 1,3 pour I'hécogénine a 24 h
(P<0,05).

Temps (h) diosgénine hécogénine tigogénine
contrble 1 1 1
6 h 0,5+0,1 ND ND
12 h 25+1.2 ND ND
24 h 55+1,2 1,3+0,1 22+0,1

Tableau RI-2 : Induction de la fragmentation de I'ADN (ratio apoptotique) dans les

cellules 1547 apres traitement par les trois stéroés a 40 uM (P<0,05 ; ND : non déterminé).

4. Implication de la voie mitochondriale

Etant donné que les trois stéroides induisent pags®e, nous avons étudié I'une des voies

apoptotiques qui est la voie intrinseque ou mitochiale.

4. 1. Etude de I'expression de Bax et Bcl-2

Les protéines de la famille Bcl-2 jouant un rélaatal dans I'induction de I'apoptose par
la mitochondrie, nous avons étudié I'expressiordelex membres de cette famille : Bcl-2 (anti-
apoptotique) et Bax (pro-apoptotique).

Les techniques de RT-PCR et de western blot noupaeimis d’analyser I'expression de
Bcl-2 et Bax dans les cellules 1547 aprés traiténpam la diosgénine, I'hécogénine ou la
tigogénine a 40 uM pendant 12 et 24 h. Les résuftaintrent que, apres 24 h de traitement, la
diosgénine provoque une diminution de I'expresgi@s ARNmM de bcl-2 et de bax alors que
I’hécogénine et la tigogénine induisent la trarms@n du gene bax (1,3 fois par rapport au

contréle, P<0,05) sans changer I'expression d l§Eigure RI-8).



144

diosgénine 40 uM
contrdle 6h 12h 24h

hax| — - — —

bcl-2

B-actine

hécogénine 40 uM tigogénine 40 uM
contrdle 12 h 24 h controle 12h 24 h
baX [ o R ]

bax| s s =

DCI-2| — — — DCI-2 | — — —

B-actin [ WD G| F-actine [ G S

Figure RI-8 : Analyse de I'expression des ARNm baet bcl-2 dans les cellules 1547
apres traitement par la diosgénine, I'hécogénine ola tigogénine.RT-PCR réalisées sur les
cellules 1547 contréles ou traitées par la diosgg(®, 12 et 24 h), I'hécogénine (12 et 24 h) et la
tigogénine (12 et 24 h) a 40 uM. L'intensité desndes a été quantifiée par analyse

densitométrique en utilisant flaactine comme contréle interne.

Le niveau d’expression des protéines anti-apopiesqBcl-2) et pro-apoptotiques (Bax)
apres 24 h de traitement par la diosgénine réveddeyrapport Bax/Bcl-2, déterminant critique de
'apoptose, est augmenté par rapport au contrQ&S8 (fbis par rapport au contrdle, P<0,05). Les
résultats de western blot obtenus aprés traiteqpani’hécogénine et la tigogénine confirment
ceux obtenus par RT-PCR. Le rapport Bax/Bcl-2 egefment augmenté comparé au controle : 3

et 2,6 fois par rapport au contrdle respectiveniiér0,05) (Figure RI-9).
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Figure RI-9 : Analyse de I'expression des protéineBax et Bcl-2 dans les cellules 1547
apres traitement par la diosgénine, I'hécogénine ola tigogénine.Western blots réalisés sur les
cellules 1547 traitées ou non (contréle) par lssgémine (D), I'hécogénine (H) et la tigogénine
(T) pendant 24 h. Les histogrammes représentergpport Bax/Bcl-2 déterminé aprés analyse

densitométrique des bandes.

Nous avons ensuite cherché a vérifier si 'augntemtale I'expression de la protéine Bax
dans les cellules 1547 provoquait, comme il estnaprune chute du potentiel membranaire

mitochondrial.

4. 2. Analyse de la chute de potentiel membramaitechondrial AYm)

La chute de potentiel membranaire mitochondrigd'rh) a été analysée sur les cellules
1547 aprés 6 et 24 h de traitement par la diosgétiilmécogénine ou la tigogénine a 40 uM a
I'aide de la sonde JC-1. La fluorescence obtendigjire les différences de potentiel membranaire
entre les cellules traitées et les cellules coaest6Apres 6 h de traitement, aucune des trois
molécules ne provoque de chute de potentiel. Agred de traitement par la diosgénine, la
fluorescence verte des cellules révele une chuta¥m par rapport aux cellules contréles qui
présentent une fluorescence rouge (Figure RI-183. deux autres stéroides n’induisent pas de

chute duAYm, méme apres 24 h de traitement.
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diosgénin

Figure RI-10 : Chute du A¥Ym dans les cellules 1547 apres 24 h de traitemerdrpga
diosgénine. La sonde JC-1 utilisée produit une fluorescencageo lorsque le potentiel
membranaire est intact car la sonde se retrouve fwme d’agrégats. Au contraire, lorsque le
potentiel est altéré, la mitochondrie ne peut cotree la sonde. Celle-ci se retrouve sous forme de
monomeres qui produisent une fluorescence verts. dlotographies ont été prises avec un

microscope Nikon (grossissemen$00).

4. 3. Analyse de la quantité d’ATP dans les ceuhpres traitement par les
stéroides
La chute de potentiel membranaire mitochondrial sstivent accompagnée d'une

diminution de la production en ATP. Celle-ci a gtantifiée dans les cellules 1547 traitées par la

diosgénine, I'hécogénine et la tigogénine a 40 eMdant 6, 12 et 24 h.

Les histogrammes suivants montrent que la produdiATP est fortement diminuée par
la diosgénine (2,2 fois moins importante par rapparcontréle, P<0,05) et la tigogénine (3,4 fois
moins importante par rapport au contrble, P<0,0&)is reste inchangée avec I’hécogénine aprés 6
h de traitement. A 12 h, la quantité d’ATP dans delules est similaire au contrdle lors du
traitement par la diosgénine et I'hécogénine etaegimentée par la tigogénine (1,45 fois plus
importante par rapport au contrdle, P<0,05). A€+ de traitement, la quantité d’ATP produite

par les cellules traitées est similaire a cellepit@ par les cellules contréles (Figure RI-11).
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Figure RI-11: Analyse de la production d’ATP dansles cellules 1547 apres
traitement par la diosgénine, 'hécogénine ou la giogénine.L’ATP produit a été dosé sur les
cellules 1547 contrdles ou traitées par la diosggni’hécogénine et la tigogénine a 40 uM
pendant 6, 12 et 24 h. Les résultats représerdanblenne de trois expériences et sont exprimés

en unité relative de luminescence par seconde (§#Rbhde).
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4. 4. Etude de la redistribution subcellulairecgtochrome c

La chute de potentiel membranaire mitochondrialvpgue souvent un relargage des
molécules situées dans I'espace intermembranameneole cytochrome c ou I'AlF. La libération

du cytochrome c dans le cytosol permet la formatieapoptosome nécessaire a I'activation de
la caspase-9.

Le relargage du cytochrome c a été analysé paremesiot réalisé sur les fractions
cytosolique et mitochondriale des cellules 154itées ou non par la diosgénine a 40 uM. Cette
étude a été faite apres 6 h de traitement catdegegye du cytochrome c est un événement précoce
dans l'induction de I'apoptose. De plus, nous nie/@as réalisé cette étude sur les cellules

traitées par I'nécogénine et la tigogénine cardmsx molécules ne provoquent pas de chute de
A¥Ym.

Les résultats obtenus ne nous permettent pasrdiaifique la diosgénine a un effet sur la
libération du cytochrome c¢ de la mitochondrie. Hiete le cytochrome c¢ est présent dans les
fractions mitochondriales des cellules contréledext cellules traitées en quantité similaire alors
gue la quantité devrait étre diminuée dans lesleslitraitées. De plus, I'analyse des fractions

cytosoliques montre que le cytochrome c est prédams le cytosol des cellules controles et des
cellules traitées (Figure RI-12).

cytosol mitochondrie
C D C D

Cytochrome C | -—.-ﬂ

Figure RI-12 : Etude du relargage du cytochrome c dns les cellules 1547 apres 6 h de
traitement par la diosgénine. Les protéines cytosoligues (cytosol) et mitochaadsa
(mitochondrie) des cellules contréles (C) et dedules traitées par la diosgénine (D) ont été

extraites puis soumises a une analyse par wedtdtn b

4. 5. Localisation nucléaire de 'AIF

L’AlIF est une flavoprotéine présente dans la mitoadrie qui peut, sous I'effet de certains
stimuli, étre relarguée dans le cytosol puis étendloquée dans le noyau afin d’induire
'apoptose. Une analyse par western blot a étéiséEala partir des extraits cytosoliques,
mitochondriaux et nucléaires de cellules 1547 desitou non par la diosgénine pendant 6 h.

L'utilisation de lap-actine permet de vérifier que les extractions &gt réalisées correctement.
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Comme pour l'analyse du cytochrome c¢, nous n'aveas réalisé cette étude sur les cellules

traitées par I’hécogénine et la tigogénine.

La figure RI-13 montre que I'AIF est présent enngl@ quantité dans la mitochondrie
(EM) par rapport au cytosol (EC) et qu'il est lasél au niveau du noyau (EN) des cellules
contrbles et des cellules traitées par la diosgnan un niveau d’expression similaire. Sa

distribution subcellulaire n’est donc pas modifggees traitement par la diosgénine.

contréle diosgénine

contréle diosgénine EC EN EC EN
EC EM EC EM . —
AlF | . o
B-actine | W St

Figure RI-13 : Localisation de I'AIF dans les cellles 1547 apres 6 h de traitement par
la diosgénine.Les extraits cytosoliques (EC), mitochondriaux (EBt nucléaires (EN) des
cellules contrbles et des cellules traitées paditesgénine ont été soumis a une analyse par

western blot.

4. 6. Activation des caspases apres traitementalkdes par les stéroides

Les activités des caspases-8, -9 et -3 ont ét§/smed afin de déterminer si 'apoptose
induite par les stéroides était dépendante desasespet afin de définir quelle(s) caspase(s)
pourrait étre impliguée dans la mort cellulaireuité par les stéroides.

Une premiere analyse de I'expression du messagercagpases a éeté réalisée sur les
cellules 1547 apres traitement par la diosgéninelZ6et 24 h), I'hécogénine (12 et 24 h) et la
tigogénine (12 et 24 h) a 40 uM. L’analyse du nivdaexpression des ARNm des trois caspases
ne montre pas de différence significative entrguantité des ARNm exprimés par les cellules
traitées et ceux exprimés par les cellules corgroRour cette raison, I'étude de l'activité

enzymatique des caspases est indispensable (Rinl4).
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Figure RI-14 : Analyse des ARNmM des caspases-8, €d -3 apres traitement des
cellules 1547 par la diosgénine, I’hécogénine ettigogénine.RT-PCR réalisées sur les cellules
1547 contrbles ou traitées par la diosgénine (6etl24 h), 'hécogénine (12 et 24 h) et la
tigogénine (12 et 24 h) a 40 uM. L'intensité desndes a été quantifiée par analyse

densitométrique en utilisant flaactine comme contrdle interne.

L’activité des caspases a été dosée apres 12 &t @d traitement par la diosgénine,
I’hécogénine et la tigogénine a 40 uM. Un inhibitean spécifique des caspases (DEVD-CHO) a
ete utilisé afin de vérifier que la fluorescenceeolbe était bien due a I'action des caspases et non
a I'action d’autres protéases. Apres 12 h de tratd par la diosgénine, aucune modification des
activités des caspases n’est observée par rappardrerole. Les activités des caspases-8 et -9
sont faiblement augmentées alors que I'activitéadeaspase-3 est significativement induite (1,4
fois plus importante par rapport au contrble, P¥p#&pres 24 h de traitement par la diosgénine.
De fagon surprenante, les activités des caspas88;3 sont diminuées apres 12 h de traitement
par I'nécogénine a 40 uM : 1,2 fois, 1,4 fois & fbis moins importante par rapport aux contréles
respectifs (P<0,01). L’hécogénine n’induit pas deation des activités caspases a 24 h. Apres 12
et 24 h de traitement par la tigogénine, seuletiVaé de la caspase-3 est augmentée mais de
fagcon modérée (1,2 fois plus importante par rapportontrole, P<0,05) (Figure RI-15).

En résumé, seule la diosgénine induit I'activités daspases-8 et -9 initiatrices et de la
caspase-3 executrice apres 24 h de traitemenigagénine augmente de facon modérée I'activité

de la caspase-3.
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Figure RI-15: Analyse des activités des caspases-® et -3 aprés traitement des
cellules 1547 par la diosgénine, I'hécogénine ettigogénine.Les activités des caspases ont été
dosées a partir des lysats cellulaires des celll#2¥ contrbles ou traitées par la diosgénine,
I’hécogénine et la tigogénine a 40 uM pendant 124eh. Le dosage a été réalisé a l'aide des
substrats de la caspase-8 (Ac-IETD-AMC), de la assf® (Ac-LEHD-AMC) et de la caspase-3
(Ac-DEVD-AMC). Les valeurs représentent la moyeueetrois expériences et sont exprimées en
unité relative de fluorescence (URF).
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4. 7. Etude du clivage de PARP apres traitementdhiules par les stéroides

L’activation des caspases représente la phase alis@g de I'apoptose. Celle-ci est
caractérisée par le clivage de nombreux substegtscdspases comme celui de la PARP qui est
une enzyme de réparation. Le clivage de la PARfé aréalysé sur les cellules 1547 aprés 24 h de
traitement par la diosgénine, 'hécogénine etdagénine a 40 uM. L’étude du clivage s’est fait
par western blot a I'aide d’un anticorps reconrass la fois la protéine native de 112 kDa et le
fragment de 85 kDa obtenu aprés clivage. De plas, analyse par immunohistochimie a été

réalisée afin de mettre en évidence la présenéadgment de 85 kDa dans les cellules.

Bien que la caspase-3 soit induite par la diosggnaucun clivage de PARP n'a été
observé aussi bien par western blot que par immstoahimie (Figure RI-16A et B). Le
traitement des cellules par 'hécogénine ou lagégone n’induit pas le clivage de PARP comme
le montre le résultat par western blot. Pour cettgon et en tenant compte du résultat similaire

obtenu pour la diosgénine, nous n'avons pas rédlisgnunohistochimie dans ces conditions.

A contrble D H T

PARP | e i s e | 112 kDa

controle diosgénine

Figure RI-16 : Analyse du clivage de PARP dans lesellules 1547 aprés traitement
par la diosgénine, I'hécogénine ou la tigogénineAY Western blot réalisé sur les cellules 1547
traitées ou non (contrdle) par la diosgénine (dgdogénine (H) et la tigogénine (T) pendant 24
h. (B) Immunohistochimie réalisée sur les cellules aditésetraitées ou non (contrdle) par la
diosgénine a 40 uM pendant 24 h. Les photographie®té prises avec un microscope Nikon

(grossissement 500).
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4. 8. Implication de Bid dans I'apoptose induitand les cellules 1547 par les
stéroides

La protéine Bid qui est le plus souvent clivée lpacaspase-8 lors de la phase d'initiation
de l'apoptose a été étudiée par western blot @resle traitement. L’anticorps utilisé reconnait,
comme dans le cas de PARP, la protéine native déazet la protéine tronquée de 15 kDa. Les
résultats obtenus sur les cellules 1547 apréseéstradement par la diosgénine, I’hécogénine ou la
tigogénine montre uniquement la présence de l2ip®tnative. Bid ne semble donc pas étre

clivée dans ces cellules (Figure RI-17).

C D H T
Bid | e m—— m——

Figure RI-17 : Analyse du clivage de Bid dans lesetiules 1547 aprés traitement par
la diosgénine, I'hécogénine ou la tigogéeningVestern blot réalisé sur les cellules 1547 traitée

ou non (C, contrdle) par la diosgénine (D), I'hé&oige (H) et la tigogénine (T) pendant 6 h.

5. Expression et activité cyclooxygénase

L’expression des ARNm de COX-1 et de COX-2 a étdlymée par RT-PCR a partir des
ARNmMm extraits des cellules traitées ou non paidagénine (6, 12 et 24 h), I'hécogénine (12 et 24
h) et la tigogénine (12 et 24 h) a 40 uM. Les @ssilindiquent que I'expression de TARNm de
COX-1 n’est pas modifiee de facon significativecaurs du traitement par la diosgénine alors que
l'expression de 'ARNm de COX-2 est diminuée au rsowlu temps. Le traitement par
’hécogénine diminue I'expression de COX-1 & 24t laggmente celle de COX-2 tandis que la
tigogénine provoque une augmentation de I'expressi®@ TARNmM de COX-1 aprés 24 h de

traitement et augmente I'expression de COX-2 auscdu temps (Figure RI-18A).

L’analyse de I'expression de la protéine COX-2 naficme pas les résultats obtenus par
les RT-PCR. En effet, COX-2 est fortement induige la diosgénine aprés 24 h de traitement (3,8
fois plus importante par rapport au controle, PS)),@lle est diminuée apres traitement par
I’'hécogénine (1,5 fois moins importante par rapporcontrole, P<0,05) et elle est inchangée avec

la tigogénine (Figure RI-18B).
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Figure RI-18 : Effet des stéroides sur I'expressiomles COXs dans les cellules 1547.
(A) RT-PCR réalisées sur les cellules 1547 contralesaitées par la diosgénine (6, 12 et 24 h),
I’hécogénine (12 et 24 h) et la tigogénine (12 €th} a 40 uM. L’intensité des bandes a été
guantifiee par analyse densitométrique en utilidanB-actine comme contréle internéB)
Western blot de COX-2 réalisé sur les cellules 1tsdifées ou non (C, contrdle) par la diosgénine
(D), I'hécogénine (H) et la tigogénine (T) pendasth.

Le dosage de la PGEa été réalisé par ELISA apres 6, 12 et 24 h deetnant par la
diosgénine, I'hécogénine et la tigogénine. Aprésd® traitement par la diosgénine, la production
de PGE est doublée (2,1 fois plus importante par rapgortontrole, P<0,05) puis elle augmente
au cours du temps (3,1 fois et 4,6 fois a 12 eth2dkspectivement par rapport au contréle,
P<0,05). Contrairement a la diosgénine, la produaatie PGE est fortement diminuée apres 24 h
de traitement par I'hécogénine et la tigogéningl: fais et 2,8 fois moins élevée respectivement
par rapport au contréle (P<0,05) (Figure RI-19).
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Figure RI-19 : Effet des stéroides sur I'activité ds COXs dans les cellules 154Fa
production de PGEa été dosée a partir des surnageants des catlubdidles ou traitées par la
diosgénine (6, 12 et 24 h), 'hécogénine (12 ehp4£t la tigogénine (12 et 24 h) a 40 uM. La
guantité de PGEa été ramenée aux nombres de cellules viablesvalesirs représentent la

moyenne de trois expériences (* P<0,05) et sontimées en pg/ml/fcellules.
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6. Rble de NF«B et des PPARs dans I'apoptose induite par lesiskes

6. 1. Role de NB

Afin de déterminer si NikB joue un rdle dans I'apoptose induite par lesoétié&s, nous
avons transfecté les cellules avec un plasmideenoant le gene de la luciférase sous la
dépendance de I'élément de réponse akRFApreés transfection, les cellules ont été traitée
pendant 24 h avant que l'activité luciférase nd swaluée. Mais les valeurs obtenues apres
traitement par la diosgénine, I'hécogénine ou dagénine sont similaires aux valeurs obtenues
pour les cellules contrdles (Figure RI-20).

4000(T
NS
o 3000(+ T
Activité NS L NS
relative T
v 2000(+
de la luciférase L
/second: 1000c+
0- —— + + —=—
controle D H T sans

plasmide

Figure RI-20 : Induction de NFkB dans les cellules 154 Transfection transitoire des
cellules par les plasmides pGL3-MB-Luc et pCMV$-gal afin de déterminer I'activité
luciférase dépendante de IKB- Apres transfection, les cellules ont été traitée non (contrdle)
par la diosgénine (D), I'hécogénine (H) et la tigome (T) a 40 uM pendant 24 h. Un contrdle
négatif (sans plasmide) a également éte reéalisetilité luciférase a été rapportée a l'activité de
la B-galactosidase. Les résultats représentent la meyde trois expériences et sont exprimés en
activité relative de luciférase par seconde (N9, significatif par rapport au controle).

Une analyse de retard sur gel a ensuite été réatiigd de confirmer I'expérience de
transfection. Contrairement aux résultats obtemmasguemment, les trois stéroides induisent la
liaison de NF«B a ’TADN comme le montre la Figure RI-21. Une ibation avec une sonde non
marquée 100 fois plus concentrée permet de vétdispéecificité de liaison de NkB. De plus,
les extraits protéiques nucléaires ont été sourmiseaanalyse par western blot afin de déterminer

les sous-unités du complexe MKB-: Cette analyse montre que le complexe activé lpar
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diosgénine est un hétérodimére formé de p50 e68€Rigure RI-21A).

Etant donné que la liaison de MB-a I'’ADN est élevée dans les cellules controles)an
avons utilisé un inhibiteur du protéasome 26S, 81182, connu pour inhiber I'activation de NF-
KB afin de déterminer le réle de NdB sur l'induction de certains genes. En présencel@Ga32
a 3 UM pendant 24 h, I'activation de MB-est completement inhibée comme le montre I'amalys

de retard sur gel et I'expression des ARNm de @5@eep21 diminue fortement apres 24 h de
traitement (Figure RI-21A et B).

1 C D H T 2 3 p50 p65 C MG132

NF-kB —>

1 : sonde seule : compétiteur 100 X3 : compétiteur SP1

B MG132 (3 M)
contrble 4 h 8h 24h
P53 | — —

p21
B-aCtine | e C— — —

Figure RI-21 : Induction de NFkB dans les cellules 1547 traitées par les stéroidés)
Analyse de I'activation de NKB par gel retard. Les cellules ont été traitéesmau (contréle, C)
par la diosgénine (D), I'hécogénine (H) et la tigoime (T) a 40 uM pendant 24 h ou par le
MG132 a 3 uM pendant 4 [B) Analyse des ARNm de p53 et p21 apres traitemen8 pav de
MG132 pendant 4, 8 et 24 h. L'intensité des baradét quantifiée par analyse densitométrique

en utilisant Ig3-actine comme contrdle interne.
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6. 2. Rb6le des PPARSs

Plusieurs travaux ont montré que les PPARs jouaiantdle important dans I'apoptose,
c’est pourquoi nous avons étudié I'expression dedli et des protéines des deux isoformes les
plus connues, PPARet PPARI. Le niveau de transcription de PPARSt fortement augmenté
apres traitement par la diosgénine pendant 243hf¢& par rapport au contrble, P<0,05) et induit
modérément avec I'hécogénine et la tigogénine fai8 et 1,75 fois par rapport au contrble
respectivement, P<0,05). Au contraire, I'expressle’ARNm de PPAR n’est pas modifiée par
les différents traitements (Figure RI-22A).

Contrairement aux résultats des RT-PCR et apreb 8¢ traitement par les stéroides,
'expression de la protéine PPARst fortement augmentée (1,6 fois, 2,4 fois etfBi8 plus
importante par rapport au contrble avec la diosggnil’hécogénine et la tigogénine
respectivement, P<0,05) alors que I'expression lBl&R@ est inchangée aprés traitement par les
stéroides (Figure RI-22B).
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Figure RI-22 : Expression des ARNm et des protéineBPARa et PPARy dans les
cellules 1547 traitées par la diosgénine, I'hécogée et la tigogénine. (A)RT-PCR réalisées
sur les cellules 1547 contrdles ou traitées pdidagénine (6, 12 et 24 h), I'hécogénine (12 et 24
h) et la tigogénine (12 et 24 h) a 40 uM. Linteéésiles bandes a été quantifiée par analyse
densitométrique en utilisant flractine comme contréle intern@) Western blot réalisé sur les
cellules 1547 traitées ou non (contréle) par lssgémine (D), 'hécogénine (H) et la tigogénine
(T) a 40 uM pendant 24 h. L'intensité des bandégaguantifiée par analyse densitométrique en

utilisant lap-actine comme contréle interne.

Afin de déterminer si PPARagit en tant que facteur de transcription, nousnav
transfecté les cellules avec un plasmide conteleagéne de la luciférase sous la dépendance de
'élément de réponse PPRE. Apres transfectioncédsiles ont été traitées par la diosgénine,
I’hécogénine et la tigogénine a 40 uM pendant 24ehdosage de l'activité luciférase montre
gu’aucun des stéroides n’induit la transactivatderPPAR (Figure RI-23). De plus, I'analyse de

retard sur gel a confirmé les résultats obtenus Bageexpériences de transfection.
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Figure RI-23: Etude de la transactivation de PPAR dans les cellules 1547.
Transfection transitoire des cellules par les pldes\pGL3/ACO-PPRE-Luc et pCMB-gal afin
de déterminer I'activité luciférase dépendante BAR. Apres transfection, les cellules ont été
traitées ou non (contrdle) par la diosgénine (Mgdogénine (H) et la tigogénine (T) a 40 uM
pendant 24 h. Un contrdle négatif (sans plasmid&yadement été realisé. L'activité luciférase a
été rapportée a l'activité de [rgalactosidase. Les résultats représentent la meyee trois
expériences et sont exprimés en activité relatevkudiférase par seconde (NS, non significatif par

rapport au controle).

7. Utilisation du modele 1547/diosgénine en SAFFF

L’induction de l'apoptose par la diosgénine dars dellules 1547 a été utilisée afin de

montrer que la SAFFF peut étre utilisée comme datdétection rapide de I'apoptose.

Le marquage des cellules au DAPI permet de visrales condensation des noyaux des
cellules contrdles et des cellules traitées pdidagénine pendant 24 h avant et apres passage des
cellules en SAFFF. Les résultats confirment qu8d&FF ne modifie pas le nombre de cellules

apoptotiques.

Le dosage de la fragmentation de 'ADN a été réais les cellules 1547 aprés traitement
par la diosgénine (40 uM), I'hécogénine (40 uM)titogénine (40 uM), la staurosporine (0,1
UM) et le MG132 (3 uM) pendant 24 h. La staurospoimnduit la plus forte fragmentation (32,4
2,2, P<0,05), la diosgénine et le MG132 ayant det efimilaire sur la génération de fragments

oligonucléosomiques (5,5 = 1,2 et 4,2 + 1,6 respectent, P<0,05). L’hécogénine et la
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tigogénine induisent une fragmentation moins imgrae¢ comme cela a été décrit au paragraphe 3
(2,3+0,1et2,2£0,1 respectivement, P<0,05).

De plus, I'observation microscopique des cellulpsés traitement pendant 6 h par la
diosgénine, le MG132 et la staurosporine montreapsemolécules provoquent des changements
morphologiques par rapport aux cellules contrdldsecogénine et la tigogénine n’'induisent pas
de tels changements comme cela a été montré aapar@e plus, ces modifications ne sont pas
les mémes en fonction du traitement comme le montes photographies suivantes (Figure RI-
24).

controle
Viop ]

Figure RI-24 : Observation en microscopie optique @s cellules 1547.es cellules ont
été traitées pendant 6 h par la diosgénine (40 [eMjtaurosporine (0,1 pM) et le MG132 (3 pM)
(grossissement 400).

Les fractogrammes obtenus montrent que la diosgénduit un décalage du pic cellulaire
vers la droite (Figure RI-25) alors que la stauoose (Figure RI-25) et le MG132 (Figure RI-26)
induisent un décalage vers la gauche. Ce décatageoduit aprés 6 h de traitement et s’accentue
au cours du traitement. Le temps de rétention @dlsles traitées par la diosgénine est donc
augmenté contrairement aux temps de rétention elbgles traitées par la staurosporine et le
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MG132. De plus, un pic intermédiaire de cellulepapit apres traitement par le MG132 (Figure
RI-26).

Ces différences de profil apparaissent des 6 haiternent alors que la tigogénine n’induit
gu’un faible décalage du pic aprés 24 h de traiteraeque I’'hécogénine ne modifie pas le profil
d’élution (Figure RI-26).
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Figure RI-25 : Fractogrammes des cellules 1547 obtas aprés SAdFFFLes cellules ont
été traitées (en rouge) ou non (contrble en blenjlant 6, 12 et 24 h par la diosgénine (40 uM) et
la staurosporine (0,1 pM). Les conditions d’élutieont les suivantes : 100 pl de suspension
cellulaire injectés (% 1 cellules/ml), débit de la phase mobile (PBS, p# 70,6 ml/min, force

du champ multigravitationnel : 40 £ 0,03 g, détattspectrophotométriquie= 254 nm.
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Figure RI-26 : Fractogrammes des cellules 1547 obtas aprés SAdFFFLes cellules ont
été traitées (en rouge) ou non (contrdle en blemdant 6, 12 et 24 h par le MG132 (3 pM) et
pendant 24 h par 'hécogénine (40 uM) et la tigaggid0 puM). Les conditions d’élution sont les
suivantes : 100 pl de suspension cellulaire infe2é 1& cellules/ml), débit de la phase mobile
(PBS, pH 7,4): 0,6 mi/min, force du champ multigtaionnel : 40 + 0,03 g, détection
spectrophotométrique= 254 nm.

Si nous considérons travailler dans des conditdmslensité équivalente, les différences
observées pourraient s’expliquer par une modificatie la taille des cellules induite par les
molécules. Nous avons donc mesuré le diameétre digles traitées par la diosgénine, la
staurosporine et le MG132 a l'aide d’'un Coulter @ten. La détermination du diametre des

cellules montre qu’elles ont toutes une taille ghagortante par rapport au contrdle dés 6 h de
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traitement (Figure RI-27). La staurosporine augmédattaille des cellules de 2 um aprés 24 h de

traitement.
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Figure RI-27 : Variation du diamétre des cellules %47 au cours de I'apoptoseles
cellules ont été traitées ou non pendant 6, 121dt Bar la diosgénine (40 uM), la staurosporine
(0,1 uM) et le MG132 (3 uM). Les résultats correxpent a la différence des moyennes des

diameétres obtenus entre les cellules traitéesatdibules contrbles.
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II- Effets de la diosgénine sur deux autres types

cellulaires : les cellules HEp-2 et M4Beu

Nous avons précédemment montré que la diosgénareakun effet anti-prolifératif plus
important que I'hécogénine et la tigogénine surdeltules 1547. Pour cette raison, nous avons
uniquement travaillé avec la diosgénine pour ldesde nos travaux réalisés sur deux autres
lignées cellulaires humaines, les cellules HEp&y(igocarcinome) et les cellules M4Beu

(mélanome).
1. Prolifération cellulaire

1. 1. Etude de la prolifération cellulaire paMe&T

Les cellules HEp-2 et M4Beu sont cultivées dansndlieu contenant 10 % de SVF
pendant 72 h avant d’étre traitées par la diosg@éaid0 uM pendant 4 jours afin de déterminer si
la diosgénine agit de la méme facon que sur ldslegl1547. La prolifération cellulaire est
estimée par le test au MTT.

Les résultats obtenus aprées 24 h de traitementremdrque la diosgénine a 40 uM inhibe
la prolifération de facon importante dans les dggpes cellulaires (76 % et 91 % d’inhibition
pour les cellules HEp-2 et M4Beu respectivemen@,8s) (Figure RII-1). Le résultat précédent a
été confirmé par un comptage au bleu trypan afidéerminer la viabilité des cellules aprés

traitement par rapport au contréle.
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Figure RII-1: Effets de la diosgénine sur la prolfiération des cellules HEp-2 et

M4Beu.

1. 2. Observation des cellules en microscopiejapti

Les differences de morphologie induites ou nonlpaiosgénine sur les cellules HEp-2 et
M4Beu ont été observées en microscopie optiqudéiguae correspondant aux cellules traitées par
la diosgénine a 40 uM montre la réduction de léetdes cellules, la condensation du cytoplasme

et I'apparition de cellules arrondies comparéesanirble (Figure RII-2).
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Figure RII-2 : Observation en microscopie optique é@s cellules HEp-2 et M4Beu

traitées par la diosgénine a 40 uM pendant 24 ligrossissement 400).

2. Etude du cycle cellulaire et étude de I'exp@ssie p21 et p53

2. 1. Etude du cycle cellulaire par cytométridlar

Les cellules HEp-2 et M4Beu ont été traitées papK¥Dde diosgénine pendant 12 et 24 h.
Aprés 12 h de traitement, le nombre de cellules-BEm phase S diminue (26,5 % par rapport au
contréle (35 %), P<0,05) alors que la répartitias aellules dans les autres phases du cycle
cellulaire est similaire a celle des cellules colets. La distribution des cellules aprées 24 h de
traitement par la diosgénine est significativemmoidifiée par rapport au contrdle. En effet, le
nombre de cellules en phasg&G est considérablement diminué : 23,6 % avec lagéioisie par
rapport a 51,2 % pour les cellules contr6les (PS)0,8 I'opposé, le nombre de cellules en phase
S et en phase B/ est fortement augmenté : 49 % de cellules tsitén phase S par rapport a
32,5 % pour les cellules contréles (P<0,05) et 2&,3le cellules traitées en phasgNG par
rapport a 16,3 % pour les cellules contréles (Ps)0,Des cellules HEp-2 sont donc bloquées en
phase S apres traitement par la diosgénine. De wheéspopulation sub-Gapparait aprés 24 h de
traitement (Figure RII-3).
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Figure RII-3 : Effets de la diosgénine sur la distibution des cellules HEp-2 dans le
cycle cellulaire. Les cellules ont été traitées pendant 12 et 2drHgpdiosgénine a 40 uM avant
d’étre analysées en cytométrie en flux apres umguaaye a I'iodure de propidium. Les valeurs

indiquées représentent la moyenne de trois expéEsen

Apres 12 h de traitement, le nombre de cellules 8#ABn phase (85, et S n’'est pas
modifié par rapport au contrdle. A I'opposé, le twende cellules en phase/R est fortement
augmenté : 17,6 % de cellules traitées par rap@ro pour les cellules contrdles (P<0,05). La
distribution des cellules aprés 24 h de traitenpamtla diosgénine est similaire a celle obtenue a
12 h mais le nombre de cellules en phase S eshdé{iL5 % pour les cellules traitées par rapport
a 28,2 % pour les cellules contréles, P<0,05) et papulation sub-Gapparait. Les cellules

M4Beu s’accumulent donc en phasgNbapres traitement par la diosgénine (Figure Rll-4
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Figure RII-4 : Effets de la diosgénine sur la distibution des cellules M4Beu dans le
cycle cellulaire. Les cellules ont été traitées pendant 12 et 2drHgpdiosgénine a 40 uM avant
d’étre analysées en cytométrie en flux aprés urguosae a I'iodure de propidium. Les valeurs
indiquées représentent la moyenne de trois expéErsen

2. 2. Etude de certains régulateurs du cycle le@iéu

2. 2. 1. Expression de p21

L’expression du transcrit de p21 et de la prot&ngté analysée par RT-PCR et western
blot aprés traitement par la diosgénine a 40 pM.

Dans les cellules HEp-2, le traitement des cellyeas la diosgénine ne modifie pas
'expression de TARNmM de p21 mais le western biaintre qu’aprés 24 h de traitement par la
diosgénine, I'expression de la protéine est dimenpér rapport au contréle (7 fois moins
importante, P<0,05) (Figure RII-5). Dans les cekulM4Beu, la diosgénine ne modifie ni

'expression de TARNmM de p21, ni I'expression deprotéine (Figure RII-5).



170

HEp-2
contrle D
diosgénine P21 s—

controle 6h  12h 24h B-actine[——

P21 e — — —

A

B-actine| — G— G— — 124 —
rapport
p21/
B-actine
0 1
M4Beu
B
A diosgénine contréle D
contrdle 6h 12h 24h p21| e —
P2l e c— — — B—actine“
B-actine| i — — d— 0.96
rapport
p21/
B-actine
0 :

Figure RII-5 : Expression de 'ARNm et de la proténe p21 dans les cellules HEp-2 et
M4Beu apres traitement par la diosgénine(A) RT-PCR réalisées sur les cellules contréles ou
traitées par la diosgénine a 40 uM pendant 6, P2 &t (B) Western blots réalisés sur les cellules
traitées ou non (contréle) par la diosgénine (Djdamt 24 h. Lintensité des bandes a été
quantifiée par analyse densitométrique en utilisent3-actine comme contréle interne (*

différence significative par rapport au controlepi5).

2. 2. 2. Expression de p53

L’expression de p53 apres traitement par la diasgéa 40 UM a été analysée dans les
cellules HEp-2 et M4Beu comme pour les cellules71pdr RT-PCR ainsi que par western blot.
De plus, la présence de la forme active de p53&tidiée par immunohistochimie. Dans les
cellules HEp-2, la quantité d’ARNm et de protéiremue apres traitement par la diosgénine ne

varie pas par rapport a la quantité obtenue posircilules contréles (Figure RII-6A et B).
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Cependant, la forme active phosphorylée de p5®résente dans les cellules HEp-2 traitées par

la diosgénine pendant 24 h (Figure RII-6C).

HEp-2
A diosgénine B
contrble 6h 12h 24h controle D

B-actine | G G G B-actine [——

C

controle d'ngénine

Figure RII-6 : Expression de 'ARNm et de la proténe p53 dans les cellules HEp-2
apres traitement par la diosgénine. (ARRT-PCR réalisées sur les cellules contrbles dtéas
par la diosgénine a 40 uM pendant 6, 12 et ZBhWestern blots réalisés sur les cellules traitées
ou non (contréle) par la diosgénine (D) pendanh2#’intensité des bandes a été quantifiée par
analyse densitométrique en utilisanf3factine comme contréle intern@) Immunohistochimie
montrant I'expression de p53 phosphorylée sur tees&92. Les cellules ont été traitées ou non
(contréle) par la diosgénine a 40 uM pendant 24.ds. photographies ont été prises avec un

microscope Nikon (grossissemen$00).

Dans les cellules M4Beu, I'expression de 'ARNm p&3 n’est pas modifiée par la
diosgénine mais la quantité de protéine est dingnp@r rapport au contrdle (2 fois moins
importante comparé au contrble, P<0,05) (Figure7Rllet B). Cependant, I'étude de p53 par
immunohistochimie montre que la forme active phosplée de p53 est présente dans les cellules

M4Beu traitées par la diosgénine (Figure RII-7C).
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Figure RII-7 : Expression de 'ARNm et de la protéhe p53 dans les cellules M4Beu
apres traitement par la diosgénine. (ARRT-PCR réalisées sur les cellules contrbles dtéas
par la diosgénine a 40 uM pendant 6, 12 et ZBhWestern blots réalisés sur les cellules traitées
ou non (contréle) par la diosgénine (D) pendanh2{’intensité des bandes a été quantifiée par
analyse densitométrique en utilisanf3tactine comme contréle intern@) Immunohistochimie
montrant I'expression de p53 phosphorylée sur tees&92. Les cellules ont été traitées ou non
(contréle) par la diosgénine a 40 uM pendant 24.ds. photographies ont été prises avec un

microscope Nikon (grossissemen$00).

3. Induction de I'apoptose ; analyse de la fragmusm de 'ADN

La fragmentation de I'ADN a été évaluée par un tESISA réalisé sur la totalité des
cellules (flottantes et adhérentes) traitées oupam0 UM de diosgénine pendant 6, 12 et 24 h.
Les tableaux suivants montrent la fragmentatiotiAleN dans les cellules HEp-2 et M4Beu au
cours du traitement. Le ratio apoptotique (fragratoh de I'ADN dans les cellules traitées
rapportée a celle de 'ADN dans les cellules témpindique que la diosgénine induit une forte
fragmentation dés 6 h (6,7 fois plus importanterpaport au contréle, P<0,05) dans les cellules
HEp-2. Puis, le ratio apoptotique diminue maiseagstis important comparé au contrdle : 2,5 pour

les cellules traitées par la diosgénine pendamt 22 h (P<0,05) (Tableau RII-1).
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Dans les cellules M4Beu, le ratio apoptotique indigqque la diosgénine induit une trés
importante fragmentation des 6 h (28,8 fois plugantante par rapport au contréle, P<0,05). Puis,
le ratio apoptotique augmente avant de reveninalieur obtenue apres 6 h de traitement : 51,6 et

23 pour les cellules traitées par la diosgéninedaenl12 et 24 h respectivement comparés aux

controles (P<0,05) (Tableau RII-1).

HEp-2
Temps (h) 6 h 12 h 24 h
contrble 1 1 1
diosgénine 6,7+1,1 25102 25+0,5
M4Beu
Temps (h) 6 h 12 h 24 h
controle 1 1 1
diosgéning 28,8+ 11| 51,6 +17,3 2317

Tableau RII-1 : Induction de la fragmentation de 'ADN (ratio apoptotique) dans les

cellules HEp-2 et M4Beu apreés traitement par la disgénine a 40 uM.

4. Implication de la voie mitochondriale

4. 1. Etude de I'expression de Bcl-2 et Bax

Les expressions de Bcl-2 (anti-apoptotique) et dg fro-apoptotique) ont été étudiées
par RT-PCR et western blot apres traitement ddsleglHEp-2 et M4Beu par la diosgénine a 40
UM.

Dans les cellules HEp-2 et aprés 24 h de traitenfierpression de 'TARNm de bcl-2 n’est
pas modifiée par rapport au contrble alors quepfession du transcrit de bax est augmentée (2
fois par rapport au contréle, P<0,05) (Figure RA)L8La protéine anti-apoptotique Bcl-2 est
exprimée de fagcon équivalente au controle alorsi'gupression de la protéine pro-apoptotique
Bax est diminuée apres 24 h de traitement parlsgénine. Par conséquent, le rapport Bax/Bcl-2
obtenu pour les cellules traitées est moins éles2aglui obtenu pour les cellules contrdles (2,3

fois moins important par rapport au contréle, P§P(Figure RII-8B).
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Dans les cellules M4Beu, I'expression de 'ARNm loid-2 est diminuée par rapport au

contrble (1,2 fois moins importante par rapportantrole, P<0,05) apres 24 h de traitement alors

gue l'expression du transcrit de bax est augme(®&e fois par rapport au contrdle, P<0,05)

(Figure RII-8A). La protéine anti-apoptotique Bck2t exprimée de fagcon moins importante par

rapport au contrdle alors que I'expression de tagine pro-apoptotique Bax est inchangée apres

24 h de traitement par la diosgénine. Le rappor/Ba-2 obtenu pour les cellules traitées est

donc plus élevé que celui obtenu pour les cellotedréles (1,6 fois plus important par rapport au

contrdle, P<0,05)

(Figure RII-8B).

HEp-2

A

bax
bcl-2

B-actine

diosgénine
contrble 6h 12h 24h

M4Beu
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diosgénine
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controle D
Bax | i
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rapport
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Bax

*
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rapport
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Figure RII-8 : Analyse des expressions de Bax et B2 dans les cellules HEp-2 et

M4Beu aprés traitement par la diosgénine(A) RT-PCR réalisées sur les cellules contrdles ou

traitées par la diosgénine a 40 uM pendant 6, 22 dt. L'intensité des bandes a été quantifiee

par analyse densitométrique en utilisanf34actine comme contréle internéB) Western blots

réalisés sur les cellules traitées ou non (contrpbr la diosgénine (D) pendant 24 h. Les

histogrammes représentent le rapport Bax/Bcl-2 roét& apres analyse densitométrique des

bandes.
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4. 2. Analyse de la chute de potentiel membramairechondrial A¥m)

La chute de potentiel membranaire mitochondrig'rh) a été analysée sur les cellules
HEp-2 et M4Beu apres 6 et 24 h de traitement pdidsgénine a 40 uM a l'aide de la sonde JC-1.
Une fluorescence rouge indique que les cellulesunnpotentiel membranaire intact alors qu’une
fluoresence verte montre que les cellules ont uenpi@l membranaire qui est altéré. Apres 6 h de
traitement, la diosgénine provoque une chute denpiet dans les cellules HEp-2 traitées comparé
aux cellules controle comme l'indique la fluoresoererte des cellules. Apres 24 h de traitement,
I'effet de la diosgénine reste similaire a celuiertu a 6 h (Figure RI1-9).

Contrairement aux cellules HEp-2, la diosgénineprevoque pas de chute de potentiel
dans les cellules M4Beu apres 6 ou 24 h de traiienten effet, les cellules contrbles et les

cellules traitées présentent une fluorescence itajement rouge (Figure RII-9).

contrble diosgénine

Figure RII-9 : Etude du A¥Ym dans les cellules HEp-2 et M4Beu apres traitemepiar
la diosgénine.Les cellules HEp-2 ont été traitées pendant 6lésetellules M4Beu pendant 24 h.
La sonde JC-1 utilisée produit une fluorescencgedarsque le potentiel membranaire est intact
car la sonde se retrouve sous forme d’agrégatscoltraire, lorsque le potentiel est altére, la
mitochondrie ne peut concentrer la sonde. Cellsecretrouve sous forme de monomeéres qui
produisent une fluorescence verte. Les photograpbind été prises avec un microscope Nikon

(grossissement 500).
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4. 3. Analyse de la quantité d’ATP

La production d’ATP par les cellules HEp-2 et M4Baété quantifiée dans les cellules

traitées ou non par la diosgénine a 40 uM pendal ét 24 h.

Les histogrammes suivants (Figure RII-10) montrgoe la production d’ATP est
augmentée aprés 6 h de traitement par la diosgélaime les deux types cellulaires (1,5 fois et 1,7
fois plus importante pour les cellules HEp-2 et MdBoar rapport au témoin, P<0,05). Dans les
cellules HEp-2, la quantité d’ATP intracellulairst similaire au contréle a 12 h mais apres 24 h
de traitement, la quantité d’ATP produite par lelutes traitées est de nouveau plus importante
gue celle produite par les cellules contréles. @dpnt, la production d’ATP par les cellules
contrles est tres faible, c’est pourquoi nousieredrons pas compte du résultat obtenu apres 24 h
de traitement. Dans les cellules M4Beu, la quardi€TP dans les cellules traitées n’est pas

augmentée de facon significative par rapport atrétema 12 et 24 h.

HEp-2 M4Beu
o 40000
© o 150001
S 30000 2
9 S 10000
< 20000 8
a4 |
0 0~
6h 12h 24h 6h 12h 24h
Temps (h) I controle Temps (h)
B diosgénine

Figure RII-10 : Analyse de la production d’ATP dansles cellules HEp-2 et M4Beu
apres traitement par la diosgéninelLa quantité d’ATP produit a été déterminée dasschdlules
contrbles ou traitées par la diosgénine a 40 uMigein6, 12 et 24 h. Les résultats représentent la
moyenne de trois expériences et sont exprimés @a relative de luminescence par seconde
(URL/seconde).

4. 4. Etude de la redistribution subcellulairecgttochrome c

L’étude, par western blot, des protéines cytoselget mitochondriales permet d’analyser
le relargage du cytochrome c dans les cellules BIEpM4Beu traitées ou non par la diosgénine a

40 uM pendant 6 h.
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Les western blots suivants (Figure RII-11) obteaysartir des cellules HEp-2 et M4Beu
montrent que le cytochrome c est présent en geéadgntique dans les fractions mitochondriales
des cellules contréles et des cellules traitéess ajae la quantité devrait étre diminuée dans les
cellules traitées. De plus, I'analyse des fractiogtsoliques montre que le cytochrome c est
présent dans le cytosol des cellules controlegetcdllules traitées. Les résultats obtenus sur les
deux types cellulaires ne nous permettent doncdeasonclure que la diosgénine induit la

libération du cytochrome c de la mitochondrie.

HEp-2 M4Beu

cytosol mitochondrie cytosol mitochondrie
C D C D

C D C D
Cytochrome Classss o S——— P '—l|

Figure RII-11: Etude du relargage du cytochrome cdans les cellules HEp-2 et

M4Beu apres 6 h de traitement par la diosgéninelLes protéines cytosoliques (cytosol) et
mitochondriales (mitochondrie) des cellules comsd|C) et des cellules traitées par la diosgénine

(D) ont été extraites puis soumises a une analse/@stern blot.

4. 5. Localisation nucléaire de 'AIF

L’analyse de la distribution subcellulaire de I'A#-été réalisée par western blot a partir
des extraits cytosoliques, mitochondriaux et nu@éades cellules HEp-2 et M4Beu traitées ou
non par la diosgénine pendant 6 h. L'utilisation ldef-actine permet de vérifier que les

extractions ont été réalisées correctement.

L’AlIF est présent en grande quantité dans la miiadhie (EM) comparé au cytosol (EC)
comme le montre la Figure RII-12. Dans les deuwesygellulaires et aprés 6 h de traitement par la
diosgénine, I'AIF est retrouvé en quantité impotgaau niveau du noyau (EN) alors qu'il était
absent ou peu présent dans les noyaux des cetloiggdles. De plus, la quantité d’AlF dans le

cytosol des cellules traitées est faible compavésoatrodle.
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Figure RII-12 : Localisation de I'AlIF dans les celules HEp-2 et M4Beu aprés 6 h de
traitement par la diosgénine.Les extraits cytosoliques (EC), mitochondriaux (E¥Inucléaires
(EN) des cellules contréles et des cellules traifggr la diosgénine ont été soumis a une analyse
par western blot.

4. 6. Activation des caspases apres traitementalkses par la diosgénine

L’expression des ARNm et l'activité des caspases98et -3 ont été analysées sur les

cellules HEp-2 et M4Beu apres traitement par |sgiémine.

Les RT-PCR ont été réalisées a partir des ARNm cddlslles traitées ou non par la
diosgénine a 40 uM pendant 6, 12 et 24 h. Danesdisles HEp-2, I'expression des ARNm des
caspases-8 et -9 augmente de facon modérée partrappcontrdle (1,2 fois et 1,3 fois comparé
au contrdle, P<0,05) alors que I'expression dusiteéhde la caspase-3 ne varie pas aprés 24 h de
traitement (Figure RII-13). Dans les cellules M4Bkexpression des ARNm des caspases-8 et -9
diminue de facon modérée par rapport au controjé {dis et 1,4 fois comparé au contrdle,
P<0,05) alors que I'expression du transcrit deadspase-3 ne varie pas apres 24 h de traitement
(Figure RII-13).
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Figure RII-13 : Analyse des ARNmM des caspases-8, € -3 aprés traitement des
cellules HEp-2 et M4Beu par la diosgénineRT-PCR reéalisées sur les cellules contréles ou
traitées par la diosgénine a 40 uM pendant 6, 2 dt. L’intensité des bandes a été quantifiée

par analyse densitométrique en utilisarfi-ectine comme contréle interne.

L’activité enzymatique des caspases a été doséss di et 24 h de traitement par la
diosgénine a 40 uM. Apres 12 h de traitement, aeicoodification de I'activité des caspases n’est
observée par rapport au contrdle dans les celliigs2 mais les activités des caspases-8, -9 et -3
sont augmentées de facon significative apres 24 tnaitement par la diosgénine (respectivement
1,4 fois, 1,2 fois et 1,6 fois plus importante papport aux controles, P<0,01) (Figure RII-14).
Les activités des caspases-8 et -9 sont faiblemeaginentées (1,4 et 1,3 fois plus importante
comparé aux controles, P<0,01) dans les celluleBadu4raitées par la diosgénine pendant 12 h,
alors que l'activité de la caspase-3 est largenmehtite par la diosgénine dés 12 h de traitement
(3,4 fois par rapport au contréle, P<0,01). Lesvdét des caspases-8, -9 et -3 sont augmentées de
facon significative aprés 24 h de traitement paditssgénine : respectivement 1,2 fois (P<0,01),
1,1 fois (P<0,05) et 2,2 fois (P<0,01) plus impoteapar rapport aux contrdles (Figure RII-14).
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Figure RII-14 : Analyse des activités des caspas8s--9 et -3 aprés traitement des
cellules HEp-2 et M4Beu par la diosgénind.es activités des caspases ont été dosees adutir
lysats cellulaires des cellules contrbles ou tegitgar la diosgénine a 40 uM pendant 12 et 24 h.
Le dosage a été réalisé a l'aide des substrata daspase-8 (Ac-IETD-AMC), de la caspase-9
(Ac-LEHD-AMC) et de la caspase-3 (Ac-DEVD-AMC). Lesaleurs représentent la moyenne de

trois expériences et sont exprimées en unité velake fluorescence (URF).
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4. 7. Etude du clivage de PARP apres traitementdiules par la diosgénine

Le clivage de PARP a été analysé sur les cellulep-B et M4Beu aprés 24 h de
traitement par la diosgénine a 40 uM. L'étude duage s’est faite en révélant, par western blot,
la présence de la protéine native de 112 kDa drayiment de 85 kDa. Cette technique a été
associée a une technique d'immunohistochimie megtaevidence la présence du fragment de 85

kDa dans les cellules adhérentes.

Le western blot suivant (Figure RII-15) montre qR®RP est partiellement clivée lors du
traitement des cellules HEp-2 et M4Beu par la diogge pendant 24 h. En effet, la bande
correspondant a la protéine native est d'intensiid@parable a celle des cellules contréles et la
bande correspondant au fragment de 85 kDa estrpeésa faible quantité. Ce résultat a été
confirmé par immunohistochimie comme le montre d& fmarquage obtenu dans les cellules

traitées par la diosgénine.

A contréle D
112 kDa

HEp-2 PARP M L2 KDa

B controle diosgénine

A controle D

M4Beu PARP 112 kDa

<€— 85kDa

B contrble diosgénine |

Figure RII-15 : Analyse du clivage de PARP dans lesellules HEp-2 et M4Beu aprés
traitement par la diosgénine. (A)Western blots réalisés sur les cellules traitéesavu(controle)
par la diosgénine (D) pendant 24(B) Immunohistochimies réalisées sur les cellules ettiés
traitées ou non (contréle) par la diosgénine a BDpendant 24 h. Les photographies ont été

prises avec un microscope Nikon (grossisseméiti0).
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4. 7. Implication de Bid dans I'apoptose induite [a diosgénine

Le clivage de Bid a été étudié par western blosdas cellules HEp-2 et M4Beu aprés 6 h
de traitement par la diosgénine. L'anticorps wilieconnait la protéine native de 22 kDa et la
protéine tronquée de 15 kDa. Seule la bande camnelsmt a la protéine native est présente sur le
western blot réalisé a partir des protéines ddslesIHEp-2 et M4Beu contrbles et des cellules

traitées par la diosgénine (Figure RII-16).

HEp-2 M4Beu
D C D

Bid_ =1 | [———

Figure RII-16 : Analyse du clivage de Bid dans lesellules HEp-2 et M4Beu apres

traitement par la diosgénine.Western blots réalisés sur les cellules traitéeaan (C, contrdle)
par la diosgénine (D) a 40 uM pendant 6 h.

5. Expression et activité cyclooxygénase

L’expression des ARNm de COX-1 et de COX-2 a étdlymée par RT-PCR a partir des
ARNmM extraits des cellules HEp-2 et M4Beu traitéesion par la diosgénine a 40 uM pendant 6,
12 et 24 h. Les résultats obtenus pour les celldigs-2 indiquent que I'expression de ’ARNmM de
COX-1 est faiblement augmentée apres 24 h de rraiie (1,45 fois par rapport au contréle,
P<0,05) alors que I'expression de TARNm de COX*@shpas modifiée au cours du traitement
par la diosgénine (Figure RII-17A). Dans les celuM4Beu, I'expression de TARNm de COX-1
est diminuée aprés 24 h de traitement (1,6 fois rppport au contréle, P<0,05) alors que
I'expression de 'ARNmM de COX-2 est induite au du traitement par la diosgénine (3,7 fois
apres 6 h de traitement et 2 fois apres 24 h dertrant comparé au contréle) (Figure RII-17A).

L’analyse de I'expression de la protéine COX-2 desscellules HEp-2 ne confirme pas
les résultats obtenus par RT-PCR. En effet, COXtXatement induite par la diosgénine aprés
24 h de traitement (60 fois plus importante papaapau contréle, P<0,05) (Figure RII-17B).
L’expression de la protéine COX-2 dans les celllMtBeu est trés fortement induite par la
diosgénine apres 24 h de traitement puisque ldslelcontrbles ne I'expriment pas comme le

montre la Figure RII-17B.



183

HEp-2
diosgénine
contrble 6 h  12h 24h
COX-1 | - — — C D
COX-2 S — COX-2 —|

B-actine| G G G —

M4Beu
A diosgénine
contrdle 6h 12h 24h B ¢ b
COX-1 | M — —
: ' ' COX-2 —
COX-2 [ wi wmm s s

B-actine | — — —

Figure RII-17 : Effet de la diosgénine sur I'expresion des COXs dans les cellules
HEp-2 et M4Beu. (A) RT-PCR réalisées sur les cellules controles dtées par la diosgénine a
40 uM pendant 6, 12 et 24 h. L'intensité des bamdé® quantifiée par analyse densitométrique
en utilisant lap-actine comme controle intern@B) Western blots de COX-2 réalisés sur les

cellules traitées ou non (C, contréle) par la dévsége (D) pendant 24 h.

Le dosage de la PGEa été réalisé par ELISA apres 6, 12 et 24 h deetnant par la
diosgénine a 40 uM. Dans les cellules HEp-2 etsapré de traitement par la diosgénine, la
production de PGEest 2,5 fois plus importante par rapport au coat@<0,05) puis elle
augmente tres fortement au cours du temps (10s2eto85 fois a 12 et 24 h respectivement par
rapport au contrbéle, P<0,05) (Figure RII-18). Laduction de PGEest également augmentée
dans les cellules M4Beu au cours du traitementgpdiosgénine (2,2 fois et 5 fois plus importante
apres 6 et 12 h de traitement par rapport au den(f<0,05) puis elle se stabilise (5 fois plus
importante apres 24 h de traitement par rappocoatrble, P<0,05) (Figure RI1I-18).
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Figure RII-18 : Effet de la diosgénine sur la prodetion de PGE dans les cellules
HEp-2 et M4Beu. La production de PGEa été dosée a partir des surnageants des cellules
contrbles ou traitées par la diosgénine a 40 uMi@en6, 12 et 24 h. La quantité de RGEeté
ramenée aux nombres de cellules viables. Les \walegprésentent la moyenne de trois

expériences (* P<0,05) et sont exprimées en pgdthbdllules.
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Discussion
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L’apoptose est un processus physiologique au abuggel des cellules surnuméraires ou
dysfonctionnelles sont éliminées de I'organismenmat cellulaire programmeée est nécessaire au
développement et au maintien du bon fonctionnemenbut organisme vivant. En effet, elle joue
un réle important dans I'embryogénese, dans lesngdraents morphologiques, dans
’lhoméostasie cellulaire, dans l'atrophie, danssystéeme immunitaire, dans la réparation des
tissus mais aussi dans la régression des tumewaf§ ¢Ral., 1993). Il est tres important de
comprendre les mécanismes de I'apoptose dans llegesecancéreuses car I'apoptose est l'une
des principales conséquences de traitement antéoaux. De nombreuses études ont été réalisées
afin d’induire I'apoptose dans ce type de cellugsfavoriser le développement de nouvelles
stratégies thérapeutiques ou préventives. En eléststimuli tels que les radiations (UV, gamma),
des agents endommageant I’ADN, des antibiotiquesir@sporine, génistéine...) (Kroemerakt
1997), des bactéries ou des virus (O'Brien, 1998¢acore des molécules d’origine végétale ont

été utilisés pour induire I'apoptose.

Dans cette perspective, nous avons principalemeriée I'effet de la diosgénine, un
stéroide végétal, sur la prolifération de troiseypde cellules cancéreuses, deux dérivant de
'ectoderme ou de I'endoderme (carcinome) et urivdat du mésoderme (sarcome). Dans un
premier temps, nous discuterons les résultats obtesur I'étude comparative de stéroides
vegetaux (la diosgénine, I'hécogénine et la tigoyEn réalisée sur les cellules humaines
d’ostéosarcome (1547) puis nous discuterons ledtseffe la diosgénine obtenus sur les deux
autres lignées cellulaires HEp-2 (laryngocarcinoaid)l4Beu (mélanome).

Afin de vérifier si des composés voisins de la gémsne ont les mémes effets, nous avons
utilisé deux autres stéroides végétaux de strutteseproche de la diosgénine : la tigogénine qui
se différencie de la diosgénine par une insaturasar le carbone 5 (Fig. 19 p. 107) et
I'hécogénine se différenciant de la diosgénine yrae insaturation sur le carbone 5 et par la
présence d’'un groupement oxo sur le carbone 12.

Les résultats obtenus sur la prolifération desuted| 1547 traitées a la diosgénine nous ont
amenés a travailler & une concentration de 40 wifisante pour provoquer une forte inhibition
de la prolifération (86 %) sans étre cytotoxiques Icellules 1547 ont donc été traitées par la
diosgénine a 40 puM. Elles ont également été tmipée I'hnécogeénine et la tigogénine a la méme

concentration afin d’évaluer I'effet anti-proliféifades stéroides veégeétaux utilisés.
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La comparaison de l'effet anti-prolifératif desigrstéroides montre que la diosgénine
exerce un effet plus important que I’'hécogéninia ¢éigogenine utilisées a la méme concentration
(86 % avec la diosgénine, 38 et 53 % avec I'hécogéet la tigogénine respectivement). De plus,
'observation des cellules en microscopie optiquentre que seule la diosgénine altére la

morphologie des cellules, ces modifications étargisemblablement associées a une forte

diminution de la croissance cellulaire (Corbieralet2003).

Pour comprendre les mécanismes par lesquels lg&io®, I'hécogénine et la tigogénine
provoquent une inhibition de la prolifération, n@wons étudié la distribution des cellules traitées
dans le cycle cellulaire comparée a la distributies cellules non traitées (contrdles). Nous avons
également étudié I'apoptose, deuxieme mécanismégael ces molécules peuvent exercer leur

activité anti-proliférative et plus particulierentéa voie mitochondriale ou voie intrinseque.

L’inhibition de la prolifération cellulaire provode par ces stéroides végétaux peut
s’expliquer par un ralentissement ou un arrét dulecgellulaire. Il est clairement établi que la
protéine de suppression des tumeurs p53 inhibeolasance cellulaire en induisant un arrét du
cycle cellulaire et/ou I'apoptose (Levine, 1997)eti€ protéine peut interagir avec d’autres
protéines ou fonctionner aprés phosphorylation cenfameteur de transcription (El-Deiry at.,
1993 ; Contente edl., 2002). En effet, l'arrét du cycle cellulaire en &effectue en partie par
'activation transcriptionnelle de p21 par p53 (Bgiry et al., 1993). La protéine p21 est un
inhibiteur du cycle cellulaire (CKI) de la famill@ip/Kip qui contrdle le point de transitiom/S
en inhibant I'activité des complexes cycline D/CBrugarolas etl., 1995 ; Deng eal., 1995 ;
Levine, 1997 ; Kim, 1997).

Dans notre étude, la prolifération des cellules71&gt inhibée de facon temps-dépendante
apres traitement par la diosgénine a 40 uM. Cettéition s’explique par un arrét du cycle
cellulaire en GG; qui est accompagné d’'une augmentation de I'exjgnesde la protéine p21
ainsi que d'une augmentation de [I'expression de ptatéine p53 et de son activité
transcriptionnelle (p53 phosphorylée) (Moalic ak, 200la; Corbiere enl., 2003). La
phosphorylation de p53 joue un réle important dianstabilisation de la protéine et dans son
activation (Shieh eal., 1997). Katayose etl. (1995) ont montré que des cellules transfectées pa
un vecteur exprimant p53 induisaient p21, ainsiuguarrét du cycle cellulaire en; &t une
accumulation des cellules en sub-@ellules associées a une population apoptotigLe)ine
(1997) a également décrit que p53 activée provoquaiarrét du cycle cellulaire en; &n

induisant I'expression de p21, protéine qui inhitectivité des complexes cycline D/CDK
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indispensables au déroulement du cycle cellul@itaeutres travaux ont montré le lien étroit entre
p53, p21 et l'arrét du cycle cellulaire. En efféypta etal. (2002) ont démontré qu’un traitement
des cellules LNCaP par I'apigénine provoquait urétadu cycle cellulaire en Gaccompagné
d’'une induction de p21. La régulation de I'expreasde p21 par p53 se fait au niveau de la
transcription.

Sur la méme lignée (cellules 1547), I'hécogéninka ¢igogénine entrainent une inhibition
modeérée de la prolifération comparée a celle capaeta diosgénine et ne provoquent pas d'arrét
du cycle cellulaire. De plus, la forme phosphoryiep53 n'est pas présente dans ces cellules
(Corbiere etal., 2003).

Dans nos conditions expérimentales, p53 sembldd@&tement impliquée dans I'inhibition
de la prolifération causée par la diosgénine ;rieement la baisse de prolifération provoquée par

I’hécogénine et la tigogénine semble étre indépetedde p53.

Le fait que I'hécogénine et la tigogénine n’induisgpas d'arrét du cyle cellulaire
n’explique pas l'inhibition de la prolifération d¢elaire observée. Pour analyser ce phénomeéne
ainsi que la forte inhibition de la croissance waifre provoquée par la diosgénine, nous avons
étudié I'apoptose sous l'effet de ces molécules.

L’analyse de la fragmentation de ’ADN qui est krniere étape de I'apoptose (Samejima
et al., 2001) montre que les trois stéroides induiseapoptose. La diosgénine conduit a une
fragmentation plus importante que I'hécogéninedigogénine (Moalic edl., 2001a ; Corbiére et
al., 2003). Nous pouvons remarquer que la tigogémraécule trés proche de la diosgénine au
niveau structural induit une plus forte fragmemtatque I’hécogénine qui a une structure plus
éloignée. L'effet anti-prolifératif modéré de I'regénine et de la tigogénine s’explique donc par
le fait que certaines cellules poursuivent leurdeyellulaire et que d’autres entrent en apoptose.
La diosgénine provoque, au contraire, un blocagecykle cellulaire et une induction de
I'apoptose expliguant I'importante inhibition degeolifération.

Puisque I'apoptose est induite dans les celluldg Hpres traitement par les trois stéroides,
nous avons étudié I'une des voies d’induction dgdptose qui est la voie intrinseque ou
mitochondriale. Cette voie d’'induction est fortematgulée par les protéines anti-apoptotiques et
pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 (Oltvaiadt, 1993). Nous avons analysé I'expression de Bcl-
2 (anti-apoptotique) et de Bax (pro-apoptotique) spnt deux des protéines de cette famille les
plus étudiées. Nos résultats montrent que les stéioides augmentent le rapport Bax/Bcl-2 qui

est un marqueur déterminant de I'apoptose. De phég;ogénine et la tigogénine ont un effet plus
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important que la diosgénine sur I'expression de presines puisque I'expression de Bcl-2 est
fortement diminuée alors que celle de Bax est anggee(Moalic etal., 2001a ; Corbiere el.,
2003). L'apoptose induite par ces molécules est dépendante de Bax et I'est davantage lorsque
les cellules sont traitées par 'hécogénine eglagenine.

Lorsque la protéine Bax est impliqguée dans I'apsptelle s’insére le plus souvent dans la
membrane mitochondriale et peut provoquer une ctiutpotentiel membranaire mitochondrial
(A¥Ym) (Jurgensmeier eal., 1998 ; Marzo etal., 1998). Curieusement, I'hécogénine et la
tigogénine induisent fortement I'expression de Bagis n’induisent pas de chute défm
contrairement a la diosgénine. Cette derniére niinghas la chute d&¥m aprés 6 h de traitement
mais apres 24 h alors que la perte de fonctiondkt la mitochondrie est le plus souvent un
évéenement précoce qui initie l'apoptose. En effdgns plusieurs lignées cellulaires
lymphoblastoides, la dépolarisation de la membnaib@chondriale et la libération du cytochrome
c sont des étapes précoces de la cascade apoet(itigietal., 1996 ; Yang eal., 1997 ; Kluck et
al.,, 1997). Cependant, dautres travaux ont montré dae staurosporine provoquait
successivement une augmentation puis une diminalion¥m (Vander Heiden eal., 1999).
Dans les cellules d’ostéosarcome 143B, I'apoptodeiie par la staurosporine est accompagnée
d’'une augmentation do'¥m (Dey et Moraes, 2000). La modification A¥m dépend donc de la
nature du stimulus pro-apoptotique et du type tzatlel étudié.

De nombreuses études rapportent une diminution adgroduction d’ATP lors de
linduction de l'apoptose. En effet, l'altérationudgradient transmembranaire de protons
normalement maintenu par la mitochondrie provogue diminution de la quantité d’ATP
intracellulaire (Kowaltowski eal., 2001). Le traitement des cellules 1547 par |aghoine et la
tigogénine provoque une forte diminution de la picitbn d’ATP des 6 h de traitement alors que
I’hécogénine ne modifie pas la quantité d’ATP ing&itulaire. Le plus souvent, une chuteAdgm
provogue un découplage de la chaine respiratoderat une diminution de la production d’ATP.
Cependant, Vander Heidenadt (1999) suggeérent que la rupture de la membranechondriale
est une conséquence d’'une augmentatiom#fin résultant d’'une incapacité d’échange entre
I'ADP cytosolique et 'ATP mitochondrial. L’apoptesest un processus nécessitant de I'énergie
pour la formation de I'apoptosome, pour la condgosale la chromatine, pour la fragmentation
de '’ADN mais aussi pour le transport de protéimess le noyau (Kass el., 1996 ; Cain eal.,
2001). Néanmoins, une diminution trop important&Td intracellulaire peut étre due a une
activité plus importante de certaines enzymes Agépeddantes comme PARP, enzyme de
réparation de I’ADN (Tafani edl., 2002). De plus, il a été suggéré que la quadiRdP était un
facteur déterminant dans l'induction de la mort pécrose ou par apoptose (Bradburyakt
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2000). En effet, la cellule meurt par nécrose loeste niveau d’ATP diminue de fagon tres
importante provoquant la rupture de la membransnpigue. Lorsque la quantité d’ATP est
partiellement maintenue dans la cellule, celleaduit la mort cellulaire par apoptose (Lemasters
etal., 2002).

Lorsque I'apoptose est initiée par la mitochondiie hombreuses protéines présentes dans
'espace intermembranaire mitochondrial sont libérévan Gurp eal., 2003). C'est le cas du
cytochrome c ou de 'AlF. La libération de ces gioes est le plus souvent induite par la chute de
A¥m, c’est pourquoi nous avons étudié cet évenenmesa® h de traitement par la diosgénine.
L’analyse de I'expression du cytochrome ¢ montrél gst présent en faible quantité dans le
cytosol des cellules contréles et des celluleséeai La libération du cytochrome c permet, en
présence d’ATP, la formation de I'apoptosome ettikation de la caspase-9. Cependant,
guelgues travaux montrent qu’il peut y avoir uneitehdeA¥Ym sans qu’il y ait relargage du
cytochrome c (Dey et Moraez000 ; Basu eal., 2002). Apres traitement des cellules 1547 par la
diosgénine, I'AIF reste localisé majoritairemeninslda mitochondrie. Dans ce type cellulaire,
'apoptose n'implique pas le cytochrome ¢ ou laevque 'on nomme caspase-indépendante qui
est la voie médiée par I'AlF.

Afin de comprendre comment I'apoptose est indudesdles cellules 1547, nous avons
etudié l'activité de certaines caspases: la caspasmpliquée dans la voie apoptotique
mitochondriale, la caspase-8 impliquée dans la gdegrécepteurs et enfin la caspase-3 qui est la
principale caspase exécutrice (Green et Kroemeé¥8)19 'expression des ARNm des caspases
n'est pas modifiée alors que leur activité est freduAprés traitement par la diosgénine,
I'activation des caspases-8, -9 et -3 est sigrifieamais modérée et n’est observée qu’'apres 24 h
de traitement. En général, les caspases-8 et -Samiiides caspases initiatrices sont activées plus
tét. De plus, le fait qu’il y ait un faible taux dmspase-9 active peut étre associé a la faible
guantité de cytochrome c présent dans le cytosoleftet, le cytochrome c¢ est localisé dans le
cytosol des cellules témoins et n’est pas libérdagen plus importante apres traitement. La
caspase-12 activée apres un stress au nhiveau idulugt endoplasmique (RE) pourrait étre
impliquée dans linduction de I'apoptose (Oyadometrial., 2002). L’apoptose induite par la
caspase-12 a également été démontrée dans lebldites traités par de l'anisomycine. Il
semblerait que la caspase-12 active la caspaséeBieixe sans faire intervenir le complexe Apaf-

1 et sans qu’il y ait de stress au niveau du REpfldcetal., 2002). Cependant, Morishima at
(2002) ont décrit que le stress au niveau du REwisait a une cascade d’activation de caspases
initiée par la caspase-12 et faisant intervengaspase-9 puis la caspase-3 mais sans impliquer le
cytochrome c. Curieusement, le traitement par blgénine diminue 'activité basale des caspases
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aprés 12 h de traitement alors que la tigogénideitin’activité de la caspase-3 uniquement.
L’implication d’autres caspases comme la caspasesiZ envisager pour expliquer 'apoptose
induite par la tigogénine et ’hécogénine dansckdhiles 1547.

La caspase-8 étant active apres traitement paiokyéhine, elle peut initier I'apoptose
directement ou agir en synergie avec la caspaka-protéine Bid est un substrat de la caspase-8
qui, une fois clivée, sert de médiateur et amplietion de la voie des récepteurs (Luoaét
1998 ; Gross etl., 1999). En effet, elle s'insére dans la membraiteamondriale et permet la
libération du cytochrome ¢ par un mécanisme indégeindu pore de transition de perméabilité et
induit l'activation de la caspase-9 (Kim ak, 2000b). D’autre part, Tafani etl. (2002) ont
montré que Bid pouvait également se transloques temitochondrie, favoriser I'ouverture du
pore et induire la libération du cytochrome c ldesI’apoptose induite par Fas. Dans I'apoptose
induite par TRAIL, I'activation de la caspase-8 ywque le clivage de Bid qui, une fois dans la
mitochondrie, va provoquer une chuteAdEm et la libération du cytochrome ¢ (Luoadt, 1998 ;
Suliman etal., 2001). Ainsi Bid relie les deux voies, extrinseati intrinseque. Dans notre étude,
le traitement des cellules 1547 par la diosgénihécogénine et la tigogénine n’induit pas le
clivage de Bid. Ce résultat était attendu pouridagénine et ’hécogénine qui n’activent pas la
caspase-8. De plus, I'absence de relargage dulopime c dans les cellules 1547 lors du
traitement par la diosgénine pourrait s’expliquar g fait que Bid ne soit pas clivé par la caspase
8. Lors de l'apoptose induite par la diogéninevtae des récepteurs (caspase-8) et la voie
mitochondriale (caspase-9) pourraient agir indépamdent I'une de l'autre sans que Bid ne soit
impliquée (Decker eal., 2001). En effet, Zhang et. (2003) ont décrit que I'lFiNinteragissait
avec le nouveau récepteur de mort nommé LIGHT,wieaggmente I'expression des protéines
pro-apoptotiqgues de la famille de Bcl-2, diminuexpression des protéines anti-apoptotiques,
active les caspases-8, -9 et -3 sans qu'il y adlisiage de Bid.

Lors de la phase d'exécution de I'apoptose, de memb substrats des caspases sont
clivés, c'est le cas des lamines (Buendiaakt 1999), de linhibiteur du DFF (facteur de
fragmentation de ’ADN) (Samejima at., 2001) mais aussi de PARP, enzyme de réparation de
I’ADN (Green et Amarante-Mendes, 1998 ; Srivastaewval., 1999). Pour réparer 'ADN, la PARP
utilise le groupement NAD comme cofacteur (Tafaniak, 2002). Une activité enzymatique
excessive de la PARP provoque alors une diminutiortaux de NAD et d’ATP. Katz el.
(2001) ont montré que I'apoptose médiée par la deie récepteurs était la conséquence d’'une
dépolarisation de la membrane mitochondriale ehe’diminution de la production de I'ATP.
Lors de cette apoptose, le cytochrome c n'est psgué et PARP n’est pas clivée. Dans les

cellules 1547, PARP n’est pas clivée apres 24 traiement par la diosgénine malgré I'activité
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de la caspase-3. Les autres traitements n’'induisectin clivage, ce qui est pour I'hnécogénine
corrélé a l'inactivité de la caspase-3. Le fait §RP ne soit pas clivée par la diosgénine signifie
gue son activité n’est pas altérée. La consommaifidP obtenue avec la diosgénine est corrélée
a l'activité de la PARP. En effet, I'activation essive de PARP contribuerait a I'exécution de la
mort cellulaire en diminuant la quantité intracklite de NAD et d’ATP (lkejima eal., 1987 ;
D’Amours etal., 1999 ; Simbulan-Rosenthalat, 1999).

Les cyclooxygénases ou COXs sont des enzymes e@s kh conversion de l'acide
arachidonique (AA) en prostanoides qui sont im@guans l'apoptose, l'inflammation, la
carcinogénese et 'immunomodulation. Deux prina@pakoformes de COX sont étudiées : COX-
1 est la forme dite « constitutive » qui joue uter@ans les fonctions normales de la cellule et
COX-2 est la forme dite « inductible » (Seibertagf 1997 ; Harizi efal., 2001). COX-2 est peu
exprimée a I'état basal et est fortement induitedes facteurs de croissance, des cytokines ou des
mitogenes (de Leval etl., 2000). Afin de déterminer l'activité des COXs ddes cellules 1547
apres traitement par les stéroides, nous avongifi@ida taux de PGEreprésentant la production
de prostaglandines (PG) car c’est le principal baite synthétisé par la COX-2. L'expression
des ARNm de COX-1 et de COX-2 est respectivemertiangée ou diminuée par rapport aux
contrbles apres traitement par la diosgénine. Gigrenl'analyse de la protéine COX-2 montre
gu’elle est tres fortement exprimée avec la diosggrce qui est corrélé a la forte production de
PGE, observée. En général, I'expression de COX-2 ede fdans les cellules cancéreuses
(Prescott et Fitzpatrick, 2000 ; Smith &, 2000a ; Moalic etal., 2001a) et, lorsqu’elle est
inhibée, I'apoptose peut étre induite (Gupta et BleB2001). Nos résultats sont contradictoires
avec ces données mais, dans les cellules 15476tEmtt'expression de COX-2 est tres faible
comme le montre le western blot. Dans la maladidztieimer, COX-2 semble étre impliquée
dans la dégénérescence des cellules neuronales lgéproduction de radicaux libres (Hoadt
1998). Nous pouvons supposer que la COX-2 est queé dans l'apoptose, mais nous ne
pouvons déterminer si elle en est la cause oaggihentation de son activité est une conséquence
de celle-ci. En revanche, COX-2 pourrait égalen@&ré induite afin de lutter contre I'apoptose
comme l'ont supposé Surette @t (1996 et 1999). En effet, ces auteurs ont monue IGAA
pouvait stimuler la conversion de la sphingomyéknecéramide (molécule pro-apoptotique) lors
d’'une activation importante de la PLAIs ont émis I'hypothése que COX-2 serait indaifiea de
métaboliser 'AA en PG et non en céramide et goesmettre a la cellule de lutter contre la mort
cellulaire. De plus, Katz eal. (2001) ont montré que linduction de I'apoptosensldes
lymphocytes B immatures de lymphomes était assoaiéene forte activation de la PRA
mitochondriale, a une diminution diWm et a une chute importante de I'ATP intracelldaans
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gu’il y ait libération de cytochrome c. L'activatiode la PLA mitochondriale provoque une
accumulation de l'acide arachidonique au nivealadeembrane interne mitochondriale, altere la
perméabilité de la membrane et conduit a une ctata¥m. Contrairement a la diosgénine,
I’hécogénine et la tigogénine provoquent une ditidmiou ne modifient pas I'expression de la
protéine COX-2 bien qu’elles augmentent I'expressie son ARNm. La production de P&3kar

les cellules 1547 apres traitement par ces molg@sdecorrélée a I'expression de la protéine. Ces
résultats sont proches des données bibliographiquiesapportent une diminution de COX-2 et
une induction de I'apoptose (Qiaoat, 1997 ; Marnett, 2002). Cependant, il faut notee ges
deux molécules qui ont un pouvoir pro-apoptotiquedéré par rapport a la diosgénine ont un

effet opposé a celle-ci sur I'expression et I'atéivle COX-2.

Afin de déterminer quelle voie de signalisationtétaluite par ces molécules, nous avons
etudié l'activation du facteur de transcription KB-et I'implication des récepteurs nucléaires
PPAR. NFkB est souvent considéré comme un facteur anti-afigpe (Baldwin, 1996 ; Barkett
et Gilmore, 1999) mais parfois il peut favoriseploptose (DeMeester at., 1997 ; Ryan eal.,
2000). C’est un facteur qui agit sur de nombreuregénotamment p53 et COX-2. Les PPARs
sont des récepteurs nucléaires régulant I'expnesigonombreux genes. PPYBSst I'isoforme la
plus étudiée et est exprimé dans de nombreux tgpesancers. En effet, PPARSst fortement
exprimé dans les cancers colorectaux et le traiterde cellules de cancer du colon par des
ligands spécifiques provoque une forte diminutienal prolifération suggérant une fonction anti-
tumorale de PPAR(Shimada etl., 2002). D’autres études ont montré que I'activatie PPAR
induisait I'apoptose dans des cellules leucémig¥esnakawa-Karakida edl., 2002), provoquait
une inhibition de la croissance de cellules cans®® du pancréas (Toyotaadt 2002) ou de
cellules cancéreuses gastriques (Takahasai.,e1999 ; Sato eal., 2000) ou encore de cellules
cancéreuses de la glande salivaire (Beguah.e2002).

Le traitement des cellules 1547 par la diosgénihécogénine et la tigogénine n’induit
pas la transactivation de NdB comme le montrent les résultats obtenus par featien.
Cependant, ces trois molécules favorisent la lret® NFkB a I’ADN (retard sur gel). NikB est
donc activé dans nos conditions. L'utilisation dGLB2 a permis de confirmer gu'il existe un lien
entre NFkB et l'induction de p53 et de p2l. En effet, il esinnu que le MG132 qui est un
inhibiteur du protéasome 26S bloque l'activatiorN#exkB (Tabata etl., 2001). De plus, Ryan et
al. (2000) ont montré que I'activité de p53 était médipar NFkB. Le promoteur du géne de p21
possede également, en plus de son élément de epopS3, un €lément de réponse aKBF--

(Hellin etal., 2000). La diosgénine active NdB et agit par son intermédiaire sur I'expression de
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p53 et de COX-2. Cependant, 'hécogénine et lagégme activent également NB sans
induire I'expression de p53 et COX-2. Ceci sugggue l'induction de p53 et COX-2 n’est pas
uniquement régulée par NdB. L’apoptose induite par ces deux molécules etqmséquent
I'inhibition de la prolifération est probablemenieda I'activation de NkB ainsi qu’aux protéines
de la famille Bcl-2.

La diosgénine, I'hécogénine et la tigogénine ineloid’expression de PPARet non celle
de PPARX. En revanche, aucune des molécules n’induit Vatbn de PPAR comme le
montrent les résultats obtenus par les étudesamsféction et de retard sur gel. Récemment,
Haydon etal. (2002) ont montré que le traitement de quatreékégncellulaires d’ostéosarcome
humain par des ligands de PPARduisait de facon significative la prolifératides cellules et
leur viabilité en induisant I'apoptose. Une auttadé réalisée sur des chondrosarcomes décrit
cette induction de I'apoptose aprées traitementaddisiles par des ligands de PPARishida et
al., 2002). Cependant, Lucarelli at. (2002) ont montré que la troglitazone, un agondsge

PPARy, augmentait la survie cellulaire d’ostéosarcommdin.

La comparaison des trois stéroides (diosgéninepddédine et tigogénine) a permis de
montrer que la diosgénine avait un effet anti-péoditif plus important que les deux autres
stéroides. En effet, elle induit un arrét du cyédulaire et une forte apoptose. Ces évenements
semblent étre dépendants de p53 mais aussi deBNE-apoptose induite par la diosgénine
pourrait impliquer la mitochondrie comme le montréa chute deA¥Ym et la chute d’ATP.
Cependant, 'activation de la caspase-9 observést wrobablement pas due a la formation de
I'apoptosome Apaf-1/cytochrome c/procaspase-9 pieidg cytochrome c est trés peu libéré de la
mitochondrie. L’activation de la caspase-9 et dedsgpase-3 pourrait s’expliquer par I'induction
d’'une autre voie comme celle du réticulum endopigam De plus, la diosgénine induit une forte
expression de COX-2 et augmente la production d&,Pegtte activité pouvant étre la cause ou la
conséguence de cette mort cellulaire.

La forte activité pharmacologique de la diosgérseenble étre liée a la présence de la
double liaison en C5 puisque les deux moléculestdecture voisine ont une activité modérée
comparée a celle de la diosgénine. La tigogénineggue une inhibition de la prolifération plus
importante que celle induite par I'hécogénine. Ueteide est actuellement en cours, en
collaboration avec le laboratoire de Biophysiqudal€aculté de Pharmacie, sur la structure des
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molécules dans I'espace afin de déterminer unéioBlantre I'effet anti-prolifératif et la structr

de ces stéroides.

Apres avoir montré que la diosgénine avait un e#ati-prolifératif beaucoup plus
important que I'hécogénine et la tigogénine, nousna étudié son effet sur deux autres lignées
cancéreuses, les cellules HEp-2 et les celluleséd4Bomme pour les cellules 1547, les effets de
la diosgénine sur ces deux types cellulaires @énéttdiés sur la prolifération, le cycle cellulate

I'apoptose (voie mitochondriale), ainsi que suctiaté des cyclooxygénases.

Comme pour les cellules 1547, la diosgénine progadans les deux autres lignées une
forte inhibition de la prolifération (respectiveneéit et 91 % pour les cellules HEp-2 et M4Beu).
Les cellules HEp-2 sont des cellules qui proliférem amas contrairement aux cellules 1547 et
M4Beu. Elles sont donc moins exposées a la molécalgui peut expliquer I'inhibition de 76 %.
De plus, les observations en microscopie optiqguéleat que la morphologie des cellules HEp-2
et M4Beu est altérée apres traitement par la diesgé(condensation du cytoplasme, cellules

arrondies se décollant du flacon de culture).

La diosgénine agit sur ces cellules comme sur &lsiles 1547 en bloquant le cycle
cellulaire et en induisant I'apoptose. En effe$, ¢ellules HEp-2 sont bloquées en phase S et les
cellules M4Beu en phase)®1. Une population sub-Gapparait aprés 24 h de traitement dans les
deux types cellulaires. La diosgénine provoque mét @lu cycle cellulaire dans les trois lignées
mais ne bloque pas les cellules dans les mémesgpasque le cycle cellulaire des cellules 1547
est arrété en phasey/G;. Contrairement aux cellules 1547 dans lesquel®s gst fortement
exprimée apres traitement par la diosgénine, p2denwle pas impliquée dans cet arrét du cycle
cellulaire étant donné que son expression est dieir(cellules HEp-2) ou inchangée (cellules
M4Beu). De plus, I'expression de la protéine p53pesi ou pas modifiée par la diosgénine dans
ces cellules. La régulation de I'activité de p53aepar différents mécanismes dont le plus connu
est sa phosphorylation (Meek, 1998), c'est pourqumus avons analysé l'une des
phosphorylations de p53 (phosphorylation sur Ianeé392). Les résultats montrent que la forme
phosphorylée active est bien présente quel quéestyipe cellulaire.

Les phases de transition du cycle cellulaire s@nitdment régulées par les complexes
cyclines/CDK (MacLachlan &dl., 1995). En effet, les complexes cycline D/CDK 46otéegulent
le point de transition &S, les complexes cycline E/Cdc2 controlent I'eatiés cellules en phase
S et le complexe cycline A/Cdc2 initie la réplicatide 'ADN (Sherr, 1993 ; Sherr et Roberts,
1999 ; Pucci eal., 2000). Dans les cellules HEp-2, la diosgéninerqaaumodifier I'expression
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des complexes cyclines/CDK impligués dans le dérneht de la phase S. Elle pourrait
egalement agir sur la protéine pRb. Sous sa formosghorylée, pRb permet la transition des
cellules en phase S (Zheng et Lee, 2001). La dnisgéourrait empécher la phosphorylation de
pRb et ainsi bloquer cette transition. De plusstabilité de ces complexes peut étre régulée
négativement par des inhibiteurs de CDK comme lembmes de la famille Cip/Kip (p21, p27)
qui inhibent les complexes cycline E/Cdc2 et cyelklCdc2 ou les membres de la famille INK4
(p16) qui empéchent la liaison de la cycline D &K@ ou 6 (Harper et Elledge, 1996 ; Shapiro et
al., 2000). L’arrét du cycle cellulaire en/l provoqué par la diosgénine sur les cellules M#Be
pourrait s’expliquer par I'inhibition de I'expressi des complexes cyclines/CDK impliqués dans
la poursuite du cycle en mitose (cycline B/Cdc2¢. us, Hermeking edl. (1997) ont montré
gue I'induction du facteur 14-3-3 par p53 était liqpé dans I'arrét du cycle cellulaire en/M.

La protéine p53 est probablement impliquée damegtau cycle cellulaire provoqué par la
diosgénine mais elle n’induit pas I'expression @4.pCependant, p53 peut induire I'expression
d’autres régulateurs comme p27, la cycline D owd&acteur 14-3-3 (Bargonetti et Manfredi,
2002). En effet, p53 est impliquée dans le contd#el’entrée en mitose lorsque I'ADN des
cellules en G est endommagé ou lorsqu’elles sont arrétées esephdors de l'altération de la
synthése d’ADN (Taylor et Stark, 2001). L'un descamdismes par lequel p53 bloque le cycle
cellulaire en G est l'inhibition de Cdc2, une CDK indispensablésatrée des cellules en mitose.
Cdc2 est inhibée simultanément par Gadd45, p2l14e8-3 qui sont des protéines dont
I'expression est régulée par p53 (Tayloakt 2001). Frey eSingletary (2001) ont montré que la
génistéine, une isoflavone, provoquait un arrétytle cellulaire en @M par I'induction de p53,
de p27, de p2l1 et de Cdc2. De plus, p53 a un moitant dans l'induction de I'apoptose.
Plusieurs auteurs ont montré que divers signaugtapques étaient médiés par p53 afin d’induire
la mort cellulaire (Moll et Zaika, 2001 ; Blagoskloyy, 2002). En effet, en réponse a différents
stress, p53 est activée et va induire I'expressiemombreux génes impliqués dans l'arrét du
cycle cellulaire, dans la réparation de 'ADN maisssi dans l'induction de I'apoptose (Oren,
2003).

L’apoptose est caractérisée par une condensatiten @d@omatine et une fragmentation de
'ADN (Hengartner, 2000). Le niveau de fragmentatide 'ADN montre que la diosgénine
provogue une importante formation de mono- ou gwlucléosomes dans les cellules HEp-2 et
M4Beu dés 6 h de traitement. Puisque cette moléndlgt I'apoptose dans les cellules HEp-2 et
M4Beu comme dans les cellules 1547, nous avongeéagoie apoptotique mitochondriale dans
ces deux types cellulaires afin de déterminer i mode d’action était similaire a celui induit
dans les cellules 1547. L'implication de Bcl-2, BebBid, la chute da¥m, la production d’ATP,
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'implication du cytochrome c et de I'AlF, l'actité des caspases ont donc été analysées aprés

traitement par la diosgénine.

Le rapport Bax/Bcl-2 déterminé a partir de I'exmies des protéines donne des résultats
opposés en fonction de la lignée cancéreuse. e, dxpression de la protéine Bax diminue
dans les cellules HEp-2 contrairement aux cellb@Beu qui présentent, comme les cellules
1547, un rapport Bax/Bcl-2 élevé par rapport autréd& Les résultats obtenus sur les cellules
M4Beu suggeérent qu’il existe une corrélation enire rapport Bax/Bcl-2 élevé et une forte
fragmentation de I'’ADN. Une observation similaireomtrant que I'apoptose médiée par le
récepteur Fas était corrélée au rapport Bax/Bcl-8téa rapportée dans d'autres cellules de
mélanomes (Raisova e&l., 2001). Contrairement aux cellules M4Beu, Bax eenlde pas
impliquée dans l'apoptose induite par la diosgémnia®@s les cellules HEp-2. Cependant, sa
répartition subcellulaire permettrait de confirneernon cette hypothése. En effet, I'expression de
la protéine Bax peut étre inchangée alors qu'd@léransloque dans la mitochondrie et induit une
chute dAA¥m (Park efl., 2003).

Malgré la forte expression de Bax dans les cellMedBeu traitées par la diosgénine,
aucune chute dA¥m n’a été observée alors que les cellules HEp-2eés a la diosgénine
pendant 6 h possedent déja des mitochondries edtéféontrairement aux cellules 1547 qui
présentent une chute d&m apres 24 h de traitement, la chuteAdém se produit plus tét dans
les cellules HEp-2. Etant donné que la protéine B8stxpeu exprimée dans les cellules HEp-2,
nous pouvons supposer que d’autres protéinesfdenile Bcl-2 sont impliquées dans la chute de
A¥m. En effet, plusieurs auteurs ont décrit que degmes de la famille Bcl-2 telles que Bim et
Bak induisaient I'apoptose (Kiefer ak, 1995 ; O’Connor eal., 1998).

La corrélation obtenue entre la chute Alm et la production d’ATP dans les cellules
1547 n'est pas retrouvée pour les cellules HEp42. effet, malgré une chute d&¥m se
produisant rapidement, la production d’ATP est aeigiée dans ces cellules. Un taux important
d’ATP est nécessaire pour induire et exécuter papee, contrairement a la nécrose. Mais le
potentiel membranaire mitochondrial est trés soudeminué lors de l'induction de I'apoptose.
Oberdanner eal. (2002) ont montré que 1&¥m des cellules était diminué lors de I'apoptose
induite par une thérapie photodynamique alors cuequantité d’ATP intracellulaire était
maintenue pendant les premieres heures suivambiterbent. De plus, ce traitement active la
caspase-3 et induit une fragmentation important€éAIl@N. Ces auteurs ont également montré
gue la glycolyse anaérobie permettait de mainteniguantité d’ATP cellulaire a un niveau

suffisant pour induire I'apoptose lorsque la prdduc d’ATP par la mitochondrie était altérée



198

(chute deA¥m) (Colquhoun et Schumacher, 2001). La diosgénimeluisant pas de chute de
A¥Ym dans les cellules M4Beu, il n'est pas surpredastitenir une forte production d’ATP dans
ces cellules.

L'induction de I'apoptose par la voie mitochondeiatst trés souvent dépendante de la
libération du cytochrome c de I'espace intermitauhal vers le cytosol (Martinou etl., 2000).
Dans les cellules HEp-2 et MABeu comme dans ldslegl1547, le cytochrome ¢ ne semble pas
impliqué dans l'induction de I'apoptose par la d@sine. Une autre protéine, I'AlF, peut étre
libérée de la mitochondrie et agir indépendammeriadsoie mitochondriale (Susin ak, 1999 ;
Daugas etl., 2000). Contrairement aux résultats obtenus pesircellules 1547, la diosgénine
induit une redistribution de I'AIF dans les cellsilelEp-2 et M4Beu. En effet, les analyses par
western blot montrent que I'AlF est fortement présdans les noyaux des cellules traitées.
Récemment, Diaz al. (2003) ont montré que la chlorophylline provoquaie diminution de
A¥m sans entrainer de libération du cytochrome c eraigrovoquant la libération de I'AlF et sa
translocation dans le noyau. Les mémes phénomeraeduisent dans les cellules HEp-2 traitées
par la diosgénine. Dans ces cellules, la diosgémdeit donc une apoptose indépendante des
caspases mais impliquant la mitochondrie puisqu&Htm est altéré. La présence de I'AlIF dans
les noyaux des cellules HEp-2 et M4Beu traitéeslpatiosgénine pourrait expliquer la forte
fragmentation de I'’ADN observée dés 6 h de traiteimea mitochondrie participe également a
I'apoptose induite dans les cellules 1547 maisrétmreste encore a déterminer dans les cellules
M4Beu.

Apres avoir étudié le role de la mitochondrie dhimsluction de I'apoptose, nous avons
analysé I'expression et I'activité de la caspader8 de linduction de la voie mitochondriale
(Salvesen et Dixit, 1997) ainsi que la caspase&uwxice (Alnemri etal., 1996). Nous avons
eégalement analysé l'activité de la caspase-8 irapkgdans la voie apoptotique des récepteurs
(Amarante-Mendes et Green, 1999 ; Gupta, 2003).tragement des cellules HEp-2 par la
diosgénine augmente l'activité des caspases-9dd facon modérée aprés 24 h alors que la chute
de A¥m se produit des 6 h. De plus, l'activité de lapeae-8 est augmentée. La diosgénine induit
donc, dans ces cellules, une apoptose dépendanteadpases et une apoptose indépendante des
caspases comme le montre le résultat obtenu pslit. ILa méme conclusion peut étre faite pour
les cellules M4Beu puisque I'AlF est présent damsnbyau des cellules traitées et que les
caspases-8, -9 et -3 sont fortement activées. feh) bfen que I'expression des ARNm ne soit pas
augmentée, l'activité des trois caspases est aug@mgrar rapport aux contrbles dés 12 h de
traitement. Cette forte activité peut expliquefdee inhibition de la prolifération. Dans ces deux
types cellulaires comme dans les cellules 154¢tiVation de la caspase-9 n’est pas dépendante
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du cytochrome c. Récemment, il a été montré quhlmbiteur de la protéine kinase C, la
rottlérine, induisait la libération de I'AIF de lmitochondrie, augmentait I'activation de la
caspase-9 et de la caspase-8 sans que le cytochnoensoit relargué (Basu &t, 2002). De plus,
Susin etal. (1999) ont décrit que I'AlIF induisait la libératiode la caspase-9 par des
mitochondries purifiées. Il est donc possible ¢aéH induise une boucle de régulation activant
cette caspase. L'AIF qui est un facteur indépendhed caspases pourrait amplifier la voie
dépendante des caspases par une boucle de réguylasiiive. Marzo eal. (2001) ont suggéré
gue l'apoptose induite par la cladribine se déribwda deux étapes. Premiérement, un facteur
caspase-indépendant agirait au niveau de la mitazfe@et provoquerait une réduction partielle
du AYm suffisante pour induire la mort des cellules. Hes apres la libération d’'une faible
guantité de cytochrome c, les caspases-9 et -3Btr@ctivees ce qui amplifierait la chute de
A¥m et provoquerait une libération importante d’AtFuae activation encore plus importante des
caspases. Ainsi, les caspases s’engageraient danmucle d’amplification (Chen at., 2000). II

est également possible que d’autres caspases ctamuagpase-12 soient impliquées. En effet, Xie
et al. (2002) ont montré que la thapsigargine provoqliapoptose de lignées de cellules
hépatiques en induisant une activation de la casp2£t une activation des caspases-3 et -7 sans
gu’il y ait de chute dww¥m. Cette hypothése est a envisager pour expligserésultats obtenus
sur les cellules M4Beu.

Comme dans les cellules 1547, la protéine Bid mebse pas impliquée dans I'apoptose
induite par la diosgénine dans les cellules HEpt2MdBeu. La voie des récepteurs est
probablement induite par la diosgénine étant dguedla caspase-8 est activée dans les trois types
cellulaires, sans étre amplifiée par la voie mitoadriale puisque Bid n’est pas clivée. Cependant,
les deux voies peuvent étre induites sans interkgireffet, Park eal. (2003) ont montré que la
phytosphingosine provoquait une fragmentation A®N et un clivage de PARP en activant les
caspases-8, -9 et -3 sans impliquer la protéine Bid

Il est désormais bien connu que PARP, une enzymépeation de I'ADN, est clivée et
inactivée par la caspase-3 lors de I'apoptose @scim, 1999). Nos résultats montrent qu'il existe
un lien entre I'activité de la caspase-3 dans édisiles HEp-2 et M4Beu traitées par la diosgénine
et le clivage de PARP. Ces résultats sont en ofiposivec ceux obtenus pour les cellules 1547
mais plusieurs études ont montré une corrélatitre ¢activation de la caspase-3 et le clivage de
PARP (Jiang eal., 2001 ; Yang eal., 2003).

Le r6le éventuel des COXs dans I'apoptose indwatdadiosgéenine dans les cellules HEp-
2 et M4Beu a été étudié comme dans les cellules.1B4ans les cellules HEp-2 traitées,
l'expression de 'ARNm de COX-1 augmente alors aqedle de COX-2 n'est pas modifiée.
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Cependant, la protéine COX-2 est fortement exprigtéest corrélée a une forte production de
PGE. La diosgénine provoque une diminution de I'expi@s de 'TARNm de COX-1 et une
augmentation de celle de COX-2 dans les cellule8&d4 I'expression de la protéine COX-2
confirmant le résultat obtenu par RT-PCR. Commesdes cellules 1547 et HEp-2, la production
de PGE est fortement induite dans les cellules M4Beu @ék de traitement. Le fait que
'expression de COX-2 soit induite apres traitemgaut la diosgénine dans trois types cellulaires
différents et que la production de PGdbit tres élevée suggere que les COXs ont réetieme
réle dans I'apoptose induite par la diosgénine.<Daotre modéle, les COXs pourraient favoriser
'apoptose (contrairement aux données bibliograpdsd ou étre induites pour lutter contre
'apoptose. L’inhibition de I'activité COX permedit de préciser le role joué par ces enzymes lors

de I'apoptose induite par la diosgénine.

Nous avons donc montré que la diosgénine provogumst inhibition importante de la
prolifération des cellules HEp-2 et M4Beu. Cettailaition s’explique par un arrét du cycle
cellulaire et I'induction de I'apoptose et sembtee&@épendante de I'activation de p53. De plus,
'action de la diosgénine dans ces cellules dépdedla caspase-3 et de I'AlF. Elle agit
differemment en fonction du type cellulaire surxpeession de Bax et Bcl-2 et sur la chute de
A¥Ym. En revanche, quel que soit le type cellulaitediét (1547, HEp-2 et M4Beu), I'apoptose
induite par la diosgénine est dépendante de p88staspases, indépendante du cytochrome c et
n'implique pas la protéine Bid. De plus, I'expressiet l'activité des COXs est fortement
augmentée lors de l'apoptose induite par la diosgérNous avons également observé cette
augmentation de la production de PGlpres traitement par la diosgénine dans deuxsatypes
cellulaires : les cellules cancéreuses HEL qui slast cellules en suspension et les synoviocytes

provenant de cultures primaires.

Remarque :

Concernant I'étude réalisée en SAdFFF, nous avomemtée qu’il y avait une corrélation
entre le profil d’élution obtenu par SAFFF et l'imtion de I'apoptose. Ainsi, la SAFFF pourrait
étre utilisée comme outil de détection rapide dedlction de I'apoptose puisque le profil
d’élution peut étre différent trés tét dans letgaient. Les différences de profil d’élution sont
corrélées a des modifications biophysiques (tadensité, forme) des cellules traitées par les

molécules étudiées. La taille des cellules traitpas les molécules est significativement
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augmentée alors que les trois molécules ont un @ffgosé sur le temps d’élution. On peut alors
supposer que les densités et les formes cellulagesdifférentes en fonction du traitement. Ces
différences de modifications résultent peut étraind’ différence d’induction des voies
apoptotiques. La staurosporine induit le plus satVapoptose en induisant I'expression de Bax
et sa translocation vers la mitochondrie ainsilgushute deA¥Wm et le relargage du cytochrome c
(Hsu etal., 1997). Le MG132 induit I'apoptose en inhibanttigation de NFkB contrairement a

la diosgénine (Corbiere at., 2003). De plus, il agit de facon dépendantendiépendante de p53
(Fan etal., 2001) alors que la diosgénine active p53 (Coeb&rl., 2003). En outre, le MG132
provoque le grossissement du réticulum endoplasenitpu vacuolisation du cytoplasme et de
nombreuses autres altérations, ces modificationmblsat étre caspase-indépendantes
(Wagenknecht etl., 2000). La diosgénine agit en réduisant le cyspk des cellules, en
provoguant une condensation du noyau et en fazgggdraitre des filaments cytoplasmiques entre
les cellules. De plus, son action est dépendardecagpases et des protéines de la famille Bcl-2

mais indépendante du cytochrome c.
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Conclusion
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L’apoptose joue un rdle important dans I'embryogénedans 'homéostasie cellulaire,
dans le systeme immunitaire mais aussi dans la&ségn des tumeurs. La plupart des cellules
cancéreuses sont incapables d'entrer en apoptésst, jourquoi le but de la recherche
fondamentale en cancérologie est de comprendraltésations génétiques et physiologiques
survenues dans une cellule cancéreuse. De plusiutiion de I'apoptose dans les cellules
cancéreuses est largement étudiée car elle esti¢'siprincipaux objectifs des nouvelles stratégies

thérapeutiques.

Dans cette perspective, nous avons tout d’aborté teéeis stéroides vegétaux, la
diosgénine, I'hécogénine et la tigogénine sur lalifgration des cellules 1547 d’ostéosarcome
humain. Nous avons mis en évidence que la diosgéauait un effet anti-prolifératif plus
important que les deux autres stéroides. En éffeliosgénine exerce son effet en provoquant un
blocage du cycle cellulaire et en induisant undefapoptose alors que I'hécogénine et la
tigogénine induisent uniquement I'apoptose danscedlsles. De plus, le mode d’action de ces
stéroides semble étre différent. La diosgénine dgitfacon dépendante de p53 et de la
mitochondrie comme le montrent la chute de potenmiEmbranaire mitochondrial, la diminution
de I'ATP intracellulaire ainsi que l'activation da caspase-9. Au contraire, les deux autres
molécules induisent I'apoptose de fagon indépemdatd p53. En revanche, le facteur de
transcription NFkB est activé par ces trois molécules alors quedespteurs nucléaires PPARs
ne sont pas impliqgués dans I'apoptose induite @autrbis stéroides. Contrairement aux données
bibliographiques, I'expression et l'activité de C@Xest fortement augmentée au cours de
'apoptose induite par la diosgénine. En revanthécogénine ou la tigogénine provoquent une
diminution de I'expression et de I'activité de C@Xau cours de I'apoptose. Par conséquent, les
résultats obtenus sur la comparaison des troisides révélent I'importance de la structure de la

diosgénine quant a son effet anti-prolifératif.

Apres avoir montré que la diosgénine avait un effdi-prolifératif plus important sur les
cellules 1547 que I'hécogénine et la tigogénineysnavons étudié son effet sur deux autres
lignées cancéreuses humaines : les cellules HHprgZn@gocarcinome) et les cellules M4Beu
(mélanomes). Les différentes analyses réaliséesremdrgue la diosgénine inhibe la prolifération
de ces deux types cellulaires de facon similairdblequant le cycle cellulaire et en induisant
'apoptose. Malgré quelques différences au nivealdcage du cycle cellulaire ainsi que dans
les évenements d’induction de I'apoptose, la diosge active p53. Elle induit également
I'activité des caspases et implique I'AIF dansdefules HEp-2 et M4Beu. Quel que soit le type

cellulaire, la diosgénine blogue le cycle cellidagt induit I'apoptose de facon dépendante de p53
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et des caspases mais n'implique pas le relargagg/tdechrome c ou le clivage de Bid. Comme
dans les cellules 1547, la diosgénine induit I'esgion et l'activité de la cyclooxygénase-2, ce
qui suppose que cette enzyme pourrait jouer und@ms I'apoptose induite par la diosgénine.

Nos résultats confirment toute la complexité ducpssus d’induction de I'apoptose qui
apparait lors de I'étude bibliographique. En eflat,diosgénine peut induire plusieurs voies
apoptotiques dans une méme lignée cellulaire messi anduire 'apoptose de maniere différente

en fonction du type cellulaire étudié.

Afin de comprendre le mécanisme d’induction de djafpse par la diosgénine, il serait
intéressant de savoir si cette molécule pénetrs aoellule ou si elle se fixe sur des récepteurs
membranaires comme le suggere l'activité de laasesi8. Nous avons egalement montré que la
caspase-9 était activée dans ces cellules sanisyqait de relargage du cytochrome c. Cette
observation pourrait s’expliquer par l'inductionude autre voie caspase-dépendante, celle de la
caspase-12 initiée ou non par un stress au niveavéticulum endoplasmique. De plus, la
diosgénine provoque un arrét du cycle cellulairasdies trois types cellulaires étudiés mais ne
blogue pas le cycle de la méme fagon. Pour cederral’étude approfondie de I'expression des
complexes cyclines/CDK et des régulateurs du cgelkilaire comme pRb semble indispensable
pour comprendre ces différences. L’accumulatiop%i® dans la mitochondrie et I'expression des
protéines homologues de p53, p63 et p73, restétudier afin de déterminer leur implication
dans I'apoptose induite par la diosgénine. Paewrdl et contrairement a ce qui est décrit dans la
bibliographie, I'expression et l'activité des cyskygénases sont fortement augmentées par la
diosgénine dans les trois lignées cellulaires érali L'utilisation d’inhibiteurs sélectifs de
cyclooxygénases permettrait probablement de caenkdtrole réel joué par ces enzymes dans

I'apoptose induite par la diosgénine.
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Résumeé

L’apoptose est un mécanisme physiologique jouantdleimportant dans le développement
de tout organisme vivant, mais il est défectueuxsdde nombreuses pathologies comme les cancers.
Dans notre étude, nous comparons l'effet anti-fgnaiif de trois stéroides végétaux de structure
proche - diosgénine, hécogénine, tigogénine —sslignée 1547 d’ostéosarcome humain. Nos résultats
montrent que la diosgénine provoque une forte itibibde la prolifération cellulaire en induisant u
arrét du cycle cellulaire et une forte apoptosejtraarement a I'hécogénine et la tigogénine qui
induisent uniguement une faible apoptose. L'apapinduite par ces trois stéroides est dépendante de
NF-kB.

La diosgénine étant la molécule la plus active,snawons poursuivi son étude sur les lignées
humaines HEp-2 (laryngocarcinome) et M4Beu (mélagjorha diosgénine induit, comme dans les
cellules 1547, une forte inhibition de la proliftoa des deux types cellulaires en bloquant leecycl
cellulaire et en induisant I'apoptose. Dans lesistriignées cellulaires, ce stéroide altére la
mitochondrie, active p53 et les caspases-8, -3 sans induire le relargage du cytochrome c ou le
clivage de Bid. En fonction du type cellulaire di@sgénine provoque I'augmentation de I'expression
de Bax, la chute du potentiel membranaire mitochiahda libération de I'AlF, la diminution de
'ATP intracellulaire ou le clivage de PARP. En aeche, quel que soit le type cellulaire et
contrairement a ce qui est connu, I'expressioraetivité de COX-2 sont fortement augmentées lors
de 'apoptose induite par la diosgénine.

Mots clés: diosgénine, hécogénine, tigogénine, 1547, HEp2Beu, cycle cellulaire, p53,
apoptose, mitochondrie, caspases,di¥;-cyclooxygénase-2.

Abstract

“Anti-proliferative effect of the three plant steroid (diosgenin, hecogenin, tigogenin) on
the human 1547 cell line. Mitochondria and cyclooxyenase-2 involvement in diosgenin-induced
apoptosis in the human cell lines 1547, HEp-2 (langocarcinoma) and M4Beu (melanoma).”

Apoptosis plays an important role in normal develept and is impaired in many types of
cancer. In our study, we compared antiproliferagffect of three structurally close plant steroids—
diosgenin, hecogenin and tigogenin — on the hunsé®osarcoma 1547 cell line. Our results showed
that among the three steroid, diosgenin was thet eiftesctive in inhibiting proliferation. Indeed,
diosgenin blocked the cell cycle and induced apptewhereas hecogenin and tigogenin only induced
apoptosis. Cell death induced by these steroiédigB dependent but did not involve the nuclear
receptor PPAR.

Since diosgenin led to an important inhibition 847 cell proliferation, we studied its effect
on two other human cancer cell lines : HEp-2 (lgncarcinoma) and M4Beu (melanoma). As in 1547
cells, diosgenin inhibited proliferation of bothldees by inducing cell cycle arrest and apopgosn
1547, HEp-2 and M4Beu cells, diosgenin altered chibmdria, activated p53 and caspases-8, -9 and -
3 but did not involve cytochrome c release or B&heage. Apoptosis induced by diosgenin in HEp-2
and M4Beu cells also involved the caspase-indeperidetor AlF. Increased Bax expression, a fall in
AW¥Ym, decreased ATP or PARP cleavage were cell lieeip. But, whatever the cell line, diosgenin
increased cyclooxygenase-2 expression and activity.

Keywords : diosgenin, hecogenin, tigogenin, 1547, HEp-2,B€d, cell cycle, p53,
apoptosis, mitochondria, caspases, K¥;-cyclooxygenase-2.



