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Nous avons effectué notre travail de thèse au sein de l’EA 1085 de la Faculté de 

Pharmacie de Limoges, équipe intitulée « Biomolécules et cibles cellulaires tumorales -

Prolifération cellulaire et expression enzymatique ». Dans ce cadre, nous avons étudié les 

effets pro-apoptotiques d’une biomolécule d’origine végétale, l’acide ursolique, sur des 

cellules de la peau : les cellules HaCaT dérivées de kératinocytes humains et les cellules 

M4Beu issues d’un mélanome humain. 

L’acide ursolique est un triterpène pentacyclique contenu dans certains fruits et 

plantes. De nombreux travaux, principalement réalisés ces dix dernières années, lui attribuent 

des propriétés biologiques pléiotropiques : anti-bactérienne, anti-fongique, hépatoprotectrice, 

anti-inflammatoire, anti-proliférative, anti-tumorale... Depuis plusieurs années, les travaux de 

recherche effectués au sein de l’équipe, ont largement contribué à approfondir les 

connaissances physico-chimiques et biologiques de l’acide ursolique. En particulier, il a été 

mis en évidence les propriétés anti-inflammatoires de cette molécule, propriétés dues à son 

potentiel anti-lipoxygénase et anti-cyclooxygénase. Il a été montré aussi l’effet anti-

prolifératif de l’acide ursolique sur de nombreuses lignées cellulaires cancéreuses et 

notamment sur des cellules murines B16, issues d’un mélanome. Parmi les mécanismes 

d’action qui, sur ces lignées cellulaires, entraînent une inhibition de la prolifération, il a été 

montré entre autre, que l’acide ursolique induit un arrêt du cycle cellulaire en phase G1 sur les 

cellules B16 et que cette biomolécule induit un effet pro-apoptotique sur des cellules DAUDI, 

issues d’une lignée lymphomateuse. 

Bien que possédant des vertus biologiques intéressantes, l’acide ursolique n’a pas 

trouvé sa place dans l’arsenal thérapeutique, sans doute par un manque de spécificité, mais 

aussi par un manque d’efficacité par rapport aux molécules déjà disponibles sur le marché. 

C’est ainsi qu’actuellement, l’acide ursolique est utilisé uniquement en cosmétologie dans des 

crèmes revitalisante et anti-âge, grâce à ses propriétés pro-collagène et anti-élastase. 

Dans la continuité des travaux menés sur l’acide ursolique au sein de notre laboratoire 

et en particulier de son action sur les cellules B16, mais aussi en tenant compte de son 

utilisation en cosmétologie, il nous a paru intéressant de savoir si, au-delà de ses effets 

bénéfiques pour la peau, cette molécule pouvait être utilisée dans la prévention ou le 

développement de nouvelles voies thérapeutiques des cancers cutanés. 

Depuis 50 ans, la fréquence des cancers de la peau, carcinomes et mélanomes sont en 

constante augmentation chez les populations blanches. Parmi ces cancers, le mélanome 

représente en France comme dans la plupart des pays occidentaux, un problème important de 

santé publique par sa fréquence, sa létalité, notamment en cas de prise en charge tardive de la 
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lésion initiale. Malgré les différentes mesures de prévention, l’incidence de ce cancer de la 

peau fait plus que doubler tous les dix ans. Les facteurs de risque des cancers cutanés sont 

relativement bien connus : exposition solaire intense, lampes à bronzer, préexistense de 

naevus, et certains facteurs de prédisposition génétique sont également en cause. La gravité du 

pronostic de cancer en cas de découverte tardive et l’identification des facteurs de risque sur 

lesquels il est possible d’agir convergent fortement vers la nécessité d’intensifier les mesures 

de prévention. Ces mesures doivent concerner l’ensemble des cancers cutanés, compte tenu de 

leurs facteurs de risques commun. 

Aussi l’objectif de notre travail de thèse a été d’étudier sur deux lignées cellulaires de 

la peau, les effets de l’acide ursolique et les mécanismes d’actions associés, de façon à mieux 

appréhender le potentiel de cette molécule dans la prévention ou le traitement des cancers 

cutanés. Pour cela, nous avons choisi deux modèles cellulaires de la peau, les cellules HaCaT 

et les cellules M4Beu. Les cellules HaCaT sont issues de kératinocytes humains 

spontanément immortalisés : in vitro ces cellules sont considérées comme un modèle de 

kératinocytes avec toutes les caractéristiques qui en découlent, mais du fait de leur 

immortalisation elles sont quelquefois considérées également comme un modèle pour étudier 

les cancers épidermiques. En ce qui concerne les cellules M4Beu, ce sont des cellules 

cancéreuses issues d’un mélanome humain. 

Dans notre étude expérimentale, nous avons étudié successivement sur ces deux lignées 

cellulaires l’effet anti-prolifératif de l’acide ursolique, son action au niveau du cycle 

cellulaire, et son effet pro-apoptotique. L’apoptose est définie comme une mort 

génétiquement programmée des cellules : elle intervient aussi bien en conditions 

physiologiques, lors de l’élimination de cellules superflues ou dangereuses pour l’organisme, 

que dans le développement de certaines pathologies où elle peut être selon le cas, en excès ou 

en déficit. Lors du processus apoptotique induit par l’acide ursolique, nous avons recherché 

les différents marqueurs biochimiques associés à ce processus. Nous avons également étudié 

les différentes voies de transduction du signal apoptotique induit par cette molécule. 

Préalablement à l’étude expérimentale, nous avons fait une étude bibliographique sur l’acide 

ursolique, la peau et les cancers associés, le cycle cellulaire ainsi que l’apoptose. 
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 I. Historique  

 

L’acide ursolique est un triterpène pentacyclique isolé pour la première fois par 

Trommsdorff à partir des feuilles d’Arctostaphylos uva ursi : il appelle cette molécule urson 

(Gintl, 1893). 

En 1893, Gintl en donne la formule brute (C30H48O3) et un point de fusion compris 

entre 263 et 266°C. 

En 1910, Power et Moore l’isolent de nouveau à partir des feuilles de Prunus 

serotina et déterminent un nouveau point de fusion compris entre 275 et 277°C ; ils 

l’appellent prunol, pensant avoir isolé un isomère de l’urson. 

En 1923, Sando l’isole à partir d’épluchures de pommes et détermine un autre point 

de fusion compris entre 284 et 285°C ; il l’appelle malol. Il s’agit toujours de la même 

molécule, l’acide ursolique, dont le point de fusion est compris entre 285 et 288°C.  

En 1945, Ruzicka et coll. déterminent la structure plane de l’acide ursolique (Figure 1). 

En 1992, Simon et coll. ont établi la structure cristallographique de ce triterpène. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Formule développée de l’acide ursolique. 

 

II. Distribution dans le règne végétal 

 

L’acide ursolique est largement distribué dans le règne végétal. Il est présent dans de 

nombreuses familles de plantes : Sapotacées (Gupta et al., 1969), Ericacées, Oléacées, 

Labiées et Caprifoliacées (Pellecuer et al., 1970 ; Susplugas et al., 1970), Rosacées (Trumbull 

et al., 1976), Euphorbiacées (Fang et al., 1985). 

Parmi les principales plantes européennes qui contiennent de l’acide ursolique et qui 

sont utilisées en médecine traditionnelle, nous pouvons citer : 

COOH C H 3 CH 3 

C H 3 
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C H 3 
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C H 3 C H 3 
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- la busserole (Arctostaphylos uva-ursi) reconnue pour ses propriétés diurétique, 

antiseptique, anti-putride. Cette plante est également utilisée pour ses propriétés astringentes 

intestinales ainsi que contre certaines infections, notamment des voies urinaires. 

- le thym (Thymus vulgaris) aux vertus antiseptiques, utilisé comme expectorant et 

spasmolytique bronchique, est aussi préconisé dans les états inflammatoires des voies 

respiratoires supérieures. 

- le lierre terrestre (Glechoma hederacea) aux vertus pectorales, utilisé dans des cas 

de bronchites chroniques comme expectorant. 

- le romarin (Rosmarinus officinalis) efficace dans le traitement de gastralgies, des 

dyspepsies et de l’eczéma. Il facilite aussi la cicatrisation. 

- la bruyère commune (Calluna vulgaris) aux propriétés diurétique et antiseptique, 

est aussi préconisée contre l’insuffisance cardiaque, les rhumatismes et la goutte. 

- la sauge (Salvia officinalis), utilisée contre la diarrhée, la dysenterie. Elle possède 

des propriétés anti-inflammatoires, mais aussi des vertus antiseptique et cicatrisante contre les 

infections touchant la sphère buccale, la gorge, les poumons, la vessie. 

- le basilic (Ocymum basilicum) utilisé pour des propriétés antispasmodique, 

antiseptique intestinal et emménagogue. Il peut être aussi employé comme anti-dépresseur, 

hypotenseur, anti-inflammatoire, analgésique et antipyrétique. 

 

La plupart de ces plantes, riches en acide ursolique, sont surtout connues en 

médecine traditionnelle de façon empirique, pour leurs vertus thérapeutiques. 

 

III. Principaux effets biologiques 

 

Les travaux effectués jusqu’à ce jour sur l’acide ursolique font apparaître des effets 

biologiques pléïotropiques : anti-bactérien, anti-fongique, anti-viral, hépatoprotecteur, anti-

inflammatoire, anti-tumoral, anti-prolifératif et pro-apoptotique. 

 

III.1. Effet anti-bactérien et anti-fongique 

 

L’équipe de Kowaleski, en 1976, montre que l’acide ursolique empêche la croissance 

bactérienne de plusieurs souches de Staphylocoques. 
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En 1987, Zaletova et coll. montrent qu’un traitement par l’acide ursolique inhibe la 

croissance d’un cham pignon de type Microsporum lenosum et de levures du genre Candida. 

En 1989, Isobe et coll. montrent que l’acide ursolique extrait de Leucoseptrum 

stellipillum a une activité anti-bactérienne contre Streptococcus mutans. 

En 1995, Sattar et coll. rapportent que l’acide ursolique contenu dans les plantes de 

la famille des Lamiaceae a une activité anti-bactérienne mais aussi une activité anti-fongique. 

En 2001, Chattopadhyay et coll. confirment l’effet anti-bactérien de l’acide ursolique 

contre plusieurs espèces de Staphylocoques : Staphylococcus aureus, Staphylococcus 

saprophyticus, mais aussi contre d’autres bactéries : Streptococcus faecalis, Escherichia coli, 

Proteus mirabilis, ainsi que son effet anti-fongique contre Trichophyton rubrum, 

Trichophyton mentagrophytes et Microsporum gypseum. 

En 2003, Chandramu et coll. montrent que l’acide ursolique extrait de Vitex negundo 

L., plante de la famille des Verbenaceae a un effet anti-bactérien contre Bacillus subtilis et 

Escherichia coli. 

 

III.2. Effet anti-viral 

 

L’acide ursolique extrait du lierre terrestre, Glechoma hederaceae L., est capable 

d’inhiber, in vitro, l’activation du virus Epstein-Barr induit par le 12-O-tetradecanoyl-

phorbol-13-acetate (TPA) dans des cultures de cellules Raji (lymphomes de Burkitt). Son 

activité est comparable à celle de deux anti-tumoraux reconnus : l’acide rétinoïque et l’acide 

glycyrrhétinique (Ohigashi et al., 1986). Ces travaux ont été confirmés en 2002, par 

Taniguchi et coll., et en 2004 par Banno et coll. Ces auteurs ont montré que l’acide ursolique, 

extrait respectivement à partir du Néflier du japon (Eriobotrya japonica) et de la périlla 

pourpre ou verte appelée aussi sésame sauvage (Perilla frutescens L.) a un effet inhibiteur sur 

l’activation du virus Epstein-Barr induit par le TPA sur des cellules de Raji. 

L’acide ursolique possède une activité inhibitrice sur la protéase du VIH-1 (virus de 

l’immunodéficience humaine de type 1) (Xu et al., 1992 ; Ma et al., 1999 ; Min et al., 1999 ; 

Baglin et al., 2003), en empêchant sa dimérisation (Quere et al., 1992). Ainsi, cette protéase 

ne peut plus cliver les précurseurs protéiques viraux en protéines matures. Cette inhibition 

empêche ainsi la formation de nouveaux virions. 
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III.3. Effet hépatoprotecteur 

 

La cholestase est l’ensemble des manifestations liées à la diminution ou à l’arrêt de 

la sécrétion biliaire. L’injection chez le rat de paracétamol modifie les paramètres 

biochimiques hépatiques, en induisant la cholestase et une réduction de la viabilité des 

hépatocytes ; l’administration d’acide ursolique antagonise ces effets de manière dose-

dépendante, traduisant alors une action anti-cholestatique et hépatoprotectrice (Shukla et al., 

1992). L’acide ursolique a un potentiel hépatoprotecteur contre le paracétamol, mais aussi 

contre le tétrachlorure de carbone, l’acétaminophène et le chlorure de cadmium. En effet, sur 

des rats, ce triterpène diminue les lésions causées par ces agents hépatotoxiques (Liu et al., 

1994 ; Liu et al., 1995). 

L’acide ursolique, isolé de l’eucalyptus hybride Eucalyptus tereticornis, montre in 

vivo une activité hépatoprotectrice dose dépendante contre la thioacétamide, la galactosamine 

et l’éthanol, agents qui induisent une hépatotoxicité chez le rat (Saraswat et al., 1996 ; 

Saraswat et al., 2000). 

 

III.4. Effet anti-inflammatoire 

 

Le potentiel anti-inflammatoire de l’acide ursolique est attribué aux activités suivantes : 

- Activité anti-œdémateuse :  

In vivo, sur des oreilles de souris, l’acide ursolique diminue la formation de l'œdème 

provoqué par un traitement à la carragénine (Kosuge et al., 1985). De même, sur la peau de 

souris, l’acide ursolique diminue l’œdème provoqué dans ce cas par un traitement avec l’ester 

de phorbol TPA (Recio et al., 1991 ; Recio et al., 1995 ; Manez et al., 1997). 

En 1990, Hirota et coll. ont supprimé l’inflammation induite par un autre ester de 

phorbol, le 12-O-hexadecanoyl-16-hydroxyphorbol-13-acetate, par application au préalable 

d’acide ursolique sur la peau de rats.  

En 2004, Banno et coll. confirment l’effet inhibiteur de l’acide ursolique sur 

l’inflammation induite par le TPA, sur la peau de souris. 

- Activité anti-allergique : 

• anti-histaminique 

L’histamine libérée des granules de mastocytes est un des principaux médiateurs de 

l’inflammation et de l’allergie. 
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Au cours du traitement des mastocytes de rat par de la concanavaline A (activateur 

du processus inflammatoire), l’acide ursolique inhibe de manière dose-dépendante le 

relargage de l'histamine (Tsuruga et al., 1991). 

• anti-β-hexosaminidase 

La β-hexosaminidase, enzyme lysosomiale allergisante, est stockée dans les mêmes 

granules des mastocytes que l’histamine. Lors de l’activation des mastocytes, la β-

hexosaminidase est libérée de manière concomitante à l’histamine. Ainsi comme l’histamine, 

la β-hexosaminidase est considérée comme un marqueur de dégranulation des mastocytes et 

plus généralement du processus inflammatoire et allergique. In vitro, l’acide ursolique inhibe 

de manière dose-dépendante le relargage de la β-hexosaminidase des cellules RBL-2H3 

(mastocytes de rat) (Ryu et al., 2000). 

- Activité anti-élastase leucocytaire :  

L’élastase leucocytaire humaine (HLE) est une enzyme lysosomiale dont la 

libération dans les tissus entraine de nombreuses pathologies, telles que emphysèmes 

pulmonaires ou encore la polyarthrite rhumatoide. L’acide ursolique, évalué sur cette enzyme, 

montre une activité anti-élastase et, donc, un effet anti-inflammatoire (Ying et al., 1991 ; Liu 

et al., 1995 ; Safayhi et al., 1997 ; Mitaine-Offer et al., 2002). 

- Activité sur le métabolisme de l’acide arachidonique :  

Les cyclooxygénases et les lipoxygénases sont des enzymes qui oxydent l’acide 

arachidonique, respectivement en prostaglandines et en leucotriènes, médiateurs impliqués 

dans les phénomènes inflammatoires. L’acide ursolique est capable d’inhiber in vitro 

l’activité de ces enzymes dans les cellules leucémiques HL60 (Najid et al., 1992). 

En 1998, Ringbom et coll. montrent l’effet inhibiteur de l’acide ursolique sur la 

cyclooxygénase 2 (Cox-2), enzyme majeure impliquée dans l’inflammation et l’apoptose. 

Des travaux plus récents, sur des cellules épithéliales mammaires, confirment 

l’activité inhibitrice spécifique de l’acide ursolique sur la Cox-2 (Subbaramaiah et al., 2000). 

 

III.5. Effet anti-tumoral 

 

En 1986, Ohigashi et coll. ainsi que Tokuda et coll. démontrent in vitro, dans des 

cultures de cellules Raji (lymphomes de Burkitt), l’effet inhibiteur de l’acide ursolique sur des 

tumeurs induites par l’ester de phorbol TPA. Ces travaux montrent une activité efficace de 
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l’acide ursolique, comparable à celle de l’acide rétinoïque. L’acide ursolique agirait en 

bloquant la phase initiale de survenue des tumeurs. 

En 1994, Huang et coll. confirment que, sur la souris, l’acide ursolique inhibe le 

développement des tumeurs induites par le TPA. 

En 1994, Lee et coll. montrent que, in vitro, l’acide ursolique induit la différenciation 

des cellules tératoïdes de souris (cellules F9). Les tératoïdes sont des tumeurs se développant 

au cours de la période embryonnaire. Dans les conditions normales de culture, les cellules F9 

présentent une différenciation spontanée très lente et de ce fait ces cellules sont utilisées 

comme modèle de différenciation tumorale. L’acide ursolique induirait la différenciation de 

ces cellules en régulant l’expression de gènes par interaction avec des récepteurs aux 

glucocorticoïdes (membranaires et nucléaires) (Lee et al., 1994). 

En 1996 et 1998, Cha et coll. montrent que l’acide ursolique empêche l’invasion des 

cellules tumorales HT1080 de la lignée humaine de fibrosarcomes métastatiques par 

inhibition des métalloprotéinases de la matrice (MMPs), et en particulier de la 

métalloprotéinase-9. Cette dernière dégrade par clivage protéolytique les composants de la 

matrice extra-cellulaire, des protéines d’adhérence et des récepteurs membranaires. Cette 

dégradation de la matrice favorise ainsi le processus invasif des tumeurs. 

 

III.6. Effet anti-prolifératif 

 

En 1976, Trumbull et coll. montrent l’activité anti-proliférative d’un extrait 

chloroformique contenant de l’acide ursolique. Ce dernier s’est avéré posséder une activité 

inhibitrice sur des cellules leucémiques P-388. 

Depuis, l’activité anti-proliférative de ce triterpène est confirmée sur plusieurs 

lignées cellulaires cancéreuses telles que les cellules KB de carcinome épithélial (Fojo et al., 

1985), les cellules leucémiques HL60 (Miller et al., 1990), les cellules HT1080 métastatiques 

humaines d’un fibrosarcome (Cha et al., 1996), les cellules A431 responsables d’un 

carcinome épidermique (Hollosy et al., 2000), les cellules cancéreuses HCT-15 et HT-29 du 

colon (Li et al., 2002 ; Andersson et al., 2003). 
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III.7. Effet pro-apoptotique 

 

De nombreuses études démontrent que l’acide ursolique induit la mort cellulaire par 

apoptose, sur différentes lignées cellulaires cancéreuses humaines. 

En 1997, Baek et coll. ainsi que Huang et coll. en 1999, montrent que l’acide ursolique 

induit l’apoptose sur les cellules leucémiques humaines HL60, par une augmentation du 

niveau calcique intracellulaire et une fragmentation de l’ADN génomique.  

In vitro, le traitement de cellules épithéliales mammaires normales de rat par l’acide 

ursolique entraîne un arrêt du cycle cellulaire, une induction de l’apoptose et une 

différenciation morphologique (Paik et al., 1998). 

En 2000, Kim et coll. étudient également l’effet apoptotique de l’acide ursolique sur 

des cellules cancéreuses HepG2, issues d’un hépatoblastome humain. Parmi les 

caractéristiques du processus apoptotique induit par l’acide ursolique, les auteurs montrent la 

fragmentation de l’ADN, le relargage du cytochrome c par la mitochondrie, une inhibition de 

la réplication de l’ADN, une réduction du clivage de l’ADN par inhibition de la 

topoisomérase I et une activation de la caspase-3, protéine impliquée directement dans la mort 

cellulaire par apoptose. 

Des travaux sur des cellules prostatiques humaines montrent également que l’acide 

ursolique induit l’apoptose. Les auteurs mettent en évidence, lors de ce processus, la 

condensation de la chromatine, la fragmentation de l’ADN et l’activation des caspases-1, -3, -

8, -9. Ils mettent également en évidence le clivage protéolytique de protéines cibles 

spécifiques comme la PARP (Poly(ADP-ribose) polymérase) impliquée dans la réparation de 

l’ADN (Choi BM et al., 2000). 

L’acide ursolique diminue la viabilité des cellules HL60 et induit l’apoptose par 

fragmentation de l’ADN en « ladder » ; il segmente le noyau, ce qui est observé sous 

fluorescence DAPI (Choi YH et al., 2000). Ces auteurs montrent que la voie de signalisation 

de l’activation des protéines kinases A, dépendante de l’adénosine monophosphate cyclique 

(cAMP), peut être affectée par l’acide ursolique. En effet, cette molécule induit l’apoptose sur 

les cellules HL60 et agit comme inhibiteur sur l’activation des protéines kinases A. Toutefois, 

après le traitement de ces cellules par l’acide ursolique, l’addition de cAMP permet de 

réactiver les protéines kinases A et d’inhiber l’apoptose induite par l’acide ursolique. 

L’acide ursolique inhibe la prolifération des cellules cancéreuses du colon HT-29 et 

induit l’apoptose par activation des caspases-3, -8 et -9. Ces effets anti-prolifératif et pro-
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apoptotique pourraient être dûs au fait que l’acide ursolique augmente l’activité de la 

sphingomyélinase alkaline intestinale. En effet, cette dernière est une enzyme 

physiologiquement responsable de la digestion des sphingomyélines et qui produit de 

multiples signaux régulant la différenciation, la prolifération et l'apoptose des cellules 

intestinales (Andersson et al., 2003). 

Hollosy et coll. en 2001, décrivent l’acide ursolique comme étant une molécule pro-

apoptotique sur des lignées cancéreuses de la peau. En effet, ces auteurs montrent que l’acide 

ursolique inhibe la prolifération cellulaire, arrête le cycle cellulaire en phase G1 et induit 

l’apoptose sur les cellules A431 provenant d’un carcinome épidermique humain. Leurs 

travaux montrent que l’acide ursolique induit une diminution de la viabilité cellulaire, et 

induit une activation protéolytique de la caspase-3 de manière dose-dépendante. 

 

IV. Travaux effectués au sein du laboratoire 

 

Depuis 1991, les travaux effectués au sein du laboratoire ont porté plus 

particulièrement sur l’étude phytochimique de la bruyère commune, Calluna vulgaris, et sur 

l’évaluation biologique de l’un de ses constituants, l’acide ursolique. 

Calluna vulgaris est une plante de la famille des Ericacées ; elle est connue depuis 

longtemps, en médecine traditionnelle, de manière empirique, pour ses vertus diurétiques et 

anti-inflammatoires. Afin de donner une base moléculaire aux propriétés anti-inflammatoires 

de la plante, il a été entrepris une étude phytochimique à partir d’extraits de cette plante, 

préalablement sélectionnés pour leur potentiel à inhiber les lipoxygénases, enzymes 

impliquées dans le processus inflammatoire. Chez l’homme, les lipoxygénases oxydent 

l’acide arachidonique qui est alors métabolisé, en particulier en leucotriènes, médiateurs 

biologiquement actifs dans les phénomènes de l’inflammation et de la prolifération cellulaire 

cancéreuse (Samuelsson, 1993).  

L’étude réalisée au laboratoire sur un modèle de lipoxygénases végétales a permis d’isoler et 

d’identifier l’acide ursolique comme étant responsable du potentiel anti-inflammatoire de 

Calluna vulgaris (Simon et al., 1992b). 

Ce travail a été complété en utilisant d’autres modèles biologiques qui mettent en jeu 

les lipoxygénases : macrophages murins, plaquettes humaines, cellules leucémiques HL60 

différenciées (utilisées comme modèle de granulocytes). Sur ces différents modèles 

cellulaires, l’acide ursolique inhibe le métabolisme de l’acide arachidonique (Najid et al., 
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1992), ce qui confirme le potentiel anti-inflammatoire de la molécule. De nombreux travaux 

suggèrent l’implication des métabolites de l’acide arachidonique dans le processus 

inflammatoire, dans la prolifération et la différenciation des cellules cancéreuses et plus 

particulièrement, ceux issus de la voie des lipoxygénases (Snyder et al., 1986 ; Ondrey et al., 

1989 ; Miller et al., 1990). C’est ainsi que des inhibiteurs de la voie des lipoxygénases comme 

l’acide nordihydroguaïarétique (NDGA) et le BW755C sont également des inhibiteurs de la 

prolifération des cellules leucémiques HL60. Par analogie avec ces inhibiteurs, il a été évalué 

et montré le potentiel de l’acide ursolique à inhiber la prolifération des cellules HL60 (Najid 

et al., 1992 ; Simon et al., 1992b). 

Ces résultats ont conduit ensuite à évaluer cette molécule sur d’autres lignées cancéreuses. 

C’est ainsi que l’acide ursolique inhibe la prolifération des lignées cellulaires suivantes : 

- cellules cancéreuses gastriques humaines (HGT-1) (Es-saady et al., 1994), 

- cellules cancéreuses issues d’une tumeur spontanée de la peau de souris (B16) avec 

un arrêt du cycle cellulaire en phase G1 (Es-Saady et al., 1996a), 

- cellules cancéreuses mammaires (MCF-7) avec un arrêt du cycle cellulaire en phase 

G1 (Es-Saady et al., 1996b), 

- cellules Daudi issues d’une lignée lymphomateuse. L’acide ursolique inhibe la 

prolifération en induisant le processus apoptotique. Lors de ce processus, il a été montré les 

caractéristiques morphologiques de l’apoptose : une perte de l’asymétrie membranaire, une 

fragmentation de l’ADN et une augmentation du calcium intracellulaire (Lauthier et al., 

2000). 

Au cours de cette présentation bibliographique de l’acide ursolique, nous avons 

montré que ce dernier possède de multiples propriétés biologiques. Ce triterpène est aussi 

utilisé en cosmétologie, car il possède un potentiel inhibiteur de l’induction des MMPs (Cha 

et al., 1998 ; Lee et al., 2003 ; Shishodia et al., 2003), ce qui pourrait expliquer également le 

rôle bénéfique de cette molécule dans la prévention du vieillissement cutané. En 2000 et 

2002, Yarosh et coll. et Both et coll. montrent, in vitro, sur un modèle de kératinocytes 

(cellules NHEK) et, in vivo, sur un échantillon de personnes âgées de 45 à 55 ans, que l’acide 

ursolique augmente le taux de céramide et la synthèse de collagène. 

Cette biomolécule inhibe aussi la prolifération des cellules cancéreuses murines 

issues d’un mélanome. Aussi nous avons étudié les effets de l’acide ursolique sur la peau, et 

plus précisément sur les cellules HaCaT dérivées de kératinocytes humains, et sur des cellules 

M4Beu issues d’un mélanome humain. 
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Responsable de plusieurs milliers de décès chaque année en France, le cancer de la 

peau est un des cancers les plus redoutable. Sa fréquence augmente très fortement avec l’âge, 

avec la diminution de l’ozone et avec une forte exposition au soleil. Compte tenu de 

l’augmentation croissante de l’espérance de vie et de l’augmentation de sa fréquence, le 

cancer de la peau sera bientôt l’un des problèmes de santé publique les plus importants. 

Nous présenterons ce chapitre en trois points ; nous décrirons la peau, les différentes 

tumeurs de la peau et enfin nous détaillerons les différentes lignées cellulaires utilisées au 

cours de notre étude. 

 

 I. La peau 

 

La peau est l’organe le plus important en poids (environ 3,5 kg) et en surface (1,80 

m² chez un adulte de 75 kg). En contact direct avec le milieu extérieur, elle est le tissu le plus 

étendu car il constitue le revêtement du corps humain. La peau provient de deux feuillets 

embryonnaires différents : 

- l’ectoderme qui donne naissance à l’épiderme et aux annexes : follicules pileux, 

glandes sébacées, glandes sudorales et ongles ; 

- le mésoderme de nature conjonctive, qui est à l’origine du derme et de 

l’hypoderme. 

Ces deux structures s’articulent autour de la jonction dermoépidermique qui est 

traversée par les annexes. 

 

La peau est donc un organe complexe composé d’éléments épithéliaux, 

mésenchymateux, glandulaires et neurovasculaires. Ce n’est pas une enveloppe inerte et ses 

fonctions sont multiples : 

- elle a un rôle de barrière avec le milieu extérieur. Elle empêche la pénétration des 

micro-organismes, freine l’entrée de produits toxiques, absorbe les radiations et 

limite les pertes d’eau. 

- elle possède de nombreux récepteurs sensitifs et intervient dans la vie de 

relation : elle est un média qui transmet à l’organisme les informations provenant 

du milieu environnant. 

- elle est impliquée dans la régulation thermique par la sécrétion sudorale ; elle 

protège du froid et de la chaleur. 



 28 

- elle participe à l’immunosurveillance par l’intermédiaire de nombreuses cellules 

et plus particulièrement les cellules de Langerhans. 

 

La peau est constituée de différentes couches possédant des rôles bien définis. De 

l’extérieur vers l’intérieur, se trouvent l’épiderme, le derme et l’hypoderme. La constitution 

de ces couches est schématisée sur la Figure 2 (Dubois, 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Représentation des différentes couches de la peau 

 

I.1. Description 

 

I.1.1. L’épiderme 

 

L’épiderme, épithélium pavimenteux stratifié kératinisé, est une couche superficielle, 

mince, dont l’épaisseur, estimée en moyenne à 0,10 mm, varie selon les régions du corps. En 

surface, l’épiderme est formé d’une couche dite cornée. En profondeur, se situe une zone de 

cellules qui se constituent à partir d’une couche germinative où se produisent les mitoses 
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cellulaires. Trois principales populations de cellules différentes composent l’épiderme : les 

kératinocytes, les mélanocytes et les cellules de Langerhans. Nous présenterons aussi les 

cellules de Merkel qui constituent les récepteurs du sens du toucher. 

 

� Les kératinocytes (du grec keras, « corne ») constituent 80 % des cellules 

composant l’épiderme. Ils se présentent en quatre couches superposées marquant leur 

évolution morphologique (kératinisation) de la profondeur à la surface : 

� stratum germinatum (ou basale) : cette couche unique de cellules cubiques 

reposent sur la membrane basale ; ce sont les seules cellules qui se multiplient 

pour donner naissance à celles qui occupent les couches supérieures. 

� stratum spinosum (ou corps muqueux de Malpighi, du nom de l’anatomiste 

italien du XVIIème siècle) : cette couche comprend quatre à huit rangées de 

cellules superposées ayant des caractères différents de celles du stratum 

germinatum. A l’origine cubique, ces cellules s’aplatissent progressivement en 

remontant vers la surface. On note dans cette couche la formation de 

groupements de tono-filaments assemblés en trousseaux parallèles à la surface 

(ils sont les précurseurs de la kératine fibreuse) mais aussi l’existence d’épines, 

c’est-à-dire de courts prolongements cellulaires formant avec les desmosomes 

des « ponts inter-cellulaires ». 

Ces groupements de tono-filaments et ces « ponts inter-cellulaires » assurent la 

cohésion entre les cellules et apportent la résistance à la couche cornée. 

� stratum granulosum : cette couche se présente en trois ou quatre strates de 

cellules compactées présentant à l’observation microscopique un aspect 

différent. Le stratum granulosum est caractérisé par un tassement des cellules 

dont le noyau commence à dégénerer et les organites à disparaître. Il est à noter 

également une abondance des grains de kératohyaline et un fort réseau de tono-

filaments. 

� stratum corneum (ou couche cornée) : cette couche présente une épaisseur 

variable selon la région du corps ; l’épaisseur maximale se situe au niveau de la 

plante du pied ou de la paume des mains (2 mm environ), alors qu’au niveau 

des paupières, l’épaisseur est infime (de l’ordre de 0,06 mm). La 

transformation des kératinocytes se poursuit jusqu’à un aplatissement complet 

de la cellule, mais aussi jusqu’à la disparition totale de son noyau et des 

organites. Seules restent dans le cytoplasme des fibres de kératine. 
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Cette couche superficielle est elle-même subdivisée en trois zones qui 

marquent chaque degré d’évolution : 

- le stratum lucidum, fine bande claire située à la base ; 

- le stratum compactum, au milieu ; 

- le stratum disjunctum, zone de desquamation, en surface. 

La couche cornée est principalement constituée de kératine (protéine fibreuse 

riche en acides aminés soufrés - cystéine). Ce composé remplit les cellules qui 

durcissent et remontent vers la surface, en formant une couche dure : la couche 

cornée. La kératine joue un rôle protecteur très efficace, véritable bouclier à la 

surface de la peau. La zone superficielle desquame naturellement, entraînant 

avec elle l’élimination des microbes et des corps étrangers. 

La durée moyenne de transformation des cellules de la couche basale jusqu’à la 

couche cornée desquamante est évaluée à 21-28 jours, et varie selon les 

conditions physiopathologiques. 

 

� Les mélanocytes (du grec melas « noir », et kutos, « cellule »), représentent 

environ 16 % des cellules de l’épiderme, et sont situés aussi sur la membrane basale, dans 

le stratum germinatum. Ces cellules sont peu nombreuses, comparées aux kératinocytes au 

milieu desquels elles s’intercalent, puisque le rapport est d’environ 1200 mélanocytes par 

mm² de surface cutanée pour 105 kératinocytes. De forme étoilée, les mélanocytes 

présentent des prolongements (d’où leur nom de cellules dendritiques) qui s’insinuent entre 

les kératinocytes voisins. 

Les mélanocytes contiennent dans leur cytoplasme des grains de mélanine assemblés sous 

forme de mélanosomes. Produit par le mélanocyte, la mélanine est un pigment responsable 

de la couleur de la peau après s’être dispersé dans l’épiderme. Cette dispersion se fait par 

le transfert et la phagocytose des mélanosomes par les kératinocytes au cours de leur 

évolution, de l’assise germinative vers les couches supérieures de l’épiderme. 

Le nombre de mélanocytes varie selon les régions cutanées chez un même individu. Ainsi 

leur densité est de 2000/mm² pour la peau de la face et de 1000/mm² pour celle du corps. 

En revanche, leur nombre est sensiblement identique dans toutes les populations humaines 

(caucasiennes, négroïdes et mongoloïdes). La différence de couleur entre les races 

s’explique principalement par la qualité de pigments que ces cellules produisent. La 

couleur noire est apportée par l’eumélanine. Les variantes plus claires résultent de la 
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combinaison à ce pigment de base, dans des proportions variables, de phaeomélanine et 

chez les sujets roux d’érythromélanine. 

Outre cette différence qualitative, il est à signaler que les mélanosomes sont plus larges 

chez les populations noires et qu’ils se répartissent dans toutes les couches de l’épiderme 

jusqu’à la zone de desquamation. Au contraire, chez les populations blanches, les 

mélanosomes se répartissent uniquement dans les couches inférieures de l’épiderme. 

 

� Les cellules de Langerhans (du nom du médecin allemand Paul Langerhans 

qui les découvrit en 1868) sont aussi des cellules dendritiques et représentent environ 4 % 

des cellules de l’épiderme (500 à 1000 par mm²). Situées dans le stratum spinosum et 

placées côte à côte, elles forment une « première ligne » de défense capable de capter des 

particules étrangères, y compris des micro-organismes, qui auraient franchi les barrières 

cutanées. Ces cellules de Langerhans sont aussi une mémoire du système de défense 

immunitaire puisqu’elles transmettent, après un long trajet à travers l’épiderme et le derme, 

les caractéristiques de l’agresseur aux lymphocytes, chargés de défendre l’organisme 

attaqué. Ces derniers vont alors aller protéger le site cutané agressé. 

 

� Les cellules de Merkel (doivent leur nom à Friedrich Merkel, médecin 

allemand qui les mit en évidence en 1875). Nombreuses sur les lèvres et les doigts, elles 

sont localisées dans la partie basse de l’épiderme. Les cellules de Merkel, associées à une 

terminaison nerveuse, constituent le récepteur essentiel du sens du toucher 

 

Il convient de souligner l’absence de vaisseaux au niveau de l’épiderme. Par voie de 

conséquence, l’eau et les nutriments nécessaires aux cellules germinatives et aux couches de 

cellules vivantes sont fournis par imbibition à partir du derme, à travers la membrane basale. 

Ils peuvent l’être également par apport externe. 

 

I.1.2. Le derme 

 

Le derme a une structure conjonctive. Il est constitué par des structures fibreuses 

(fibres de collagène et fibres élastiques), et par une substance fondamentale composée de 

protéoglycannes et de glycoprotéines de structures ; les inter-relations qui existent entre ces 

constituants ont conduit à la notion de matrice extra-cellulaire. Les cellules présentes dans le 

derme sont les fibroblastes, les histiocytes et les mastocytes. Le derme est en outre le support 
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des systèmes vasculaires et nerveux cutanés très différenciés ainsi que des annexes qui 

interviennent dans la vie de relation et la régulation de fonctions générales. 

La structure du derme n’est pas homogène et l’on distingue 3 niveaux : 

- le derme papillaire : le derme est séparé de l’épiderme par la membrane basale ; 

la jonction entre les deux prend l’apparence de montagnes russes et dessine ce 

que l’on appelle les « papilles dermiques ». Le derme papillaire renferme les 

anses capillaires, des fibres élastiques fines, du collagène jeune, les corpuscules 

nerveux de Meissner et quelques cellules sanguines. 

- le derme moyen ou réticulaire, encore appelé chorion, est la couche essentielle de 

la peau puisqu’il lui confère sa résistance et son élasticité. Il constitue le « cuir » 

des animaux. En effet, il est constitué d’un tissu conjonctif dense, des annexes 

pilosébacées et des corpuscules nerveux de la sensibilité au froid. 

- le derme profond contient les glandes sudorales qui, grâce à des canaux, 

s’ouvrent vers l’extérieur, et permettent grâce à la production de sueur, 

d’éliminer les déchets et de protéger l’organisme contre la chaleur. Il contient 

aussi les corpuscules nerveux de la sensibilité profonde et de la sensibilité au 

chaud. Cette couche est constituée de vaisseaux sanguins assurant l’alimentation 

des cellules. On trouve également des fibroblastes assurant le maintien de la 

structure de la peau. 

 

Plus épais que l’épiderme (il mesure de 1 à 4 mm), moins dense, le derme correspond 

à l’association de cellules fixes peu nombreuses mais particulièrement importantes, les 

fibroblastes. Ces derniers sont situés dans un gel, la « substance fondamentale », qu’ils 

synthétisent eux-mêmes. Cette substance est constituée de mucopolysaccharides qui, par leur 

hydrophilie, sont capables de retenir 1000 fois leur poids d’eau. Ce caractère explique la 

souplesse et la consistance particulière de la peau. 

 

� Les cellules du derme 

Les mastocytes, d’origine médullaire, sont répartis dans tout le derme, mais surtout 

autour des vaisseaux et des travées conjonctives. Ils interviennent dans les réactions 

immunologiques, dans les phénomènes inflammatoires, la vasodilatation, les altérations 

tissulaires et la fibrose. 

Les histiocytes sont des macropages du tissu conjonctif d’origine médullaire. Ils 

interviennent dans la phagocytose, les phénomènes d’immunité cellulaire et tumorale, les 
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phénomènes d’inflammation et de réparation tissulaire, mais ils possèdent aussi une activité 

microbicide et tumoricide. 

Les fibroblastes représentent majoritairement les cellules du derme. Ce sont des 

cellules mésenchymateuses de grandes tailles et fusiformes présentant un noyau ovale et un 

cytoplasme peu développé. Partie intégrante du tissu conjonctif, disséminés dans l’ensemble 

de l’organisme, les fibroblastes sont en contact les uns avec les autres, soit par leurs 

prolongements, soit à travers la substance fondamentale dans laquelle ils baignent. Les 

fibroblastes échangent des informations, se mobilisent et se multiplient. Leur principale 

fonction est de sécréter divers constituants de la matrice extra-cellulaire, comme le collagène 

et l’élastine qui restent liés avec ces cellules. 

 

� Les fibres du derme 

Les fibres de collagène et d’élastine incluses dans ce milieu résultent de l’activité 

biosynthétique des fibroblastes. Il est à noter que la production de chacune de ces fibres 

évolue en fonction de l’âge de l’individu et se ralentit avec le vieillissement. 

- Les fibres de collagène composent l’essentiel du derme. Le collagène 

représente plus de 90% du tissu conjonctif dermique, constitué par des trousseaux de 

fibres distribués sur toute la hauteur du derme et orientés de façon variable. Sa synthèse 

débute dans le fibroblaste ; une fois excrétée, le collagène subit la fibrillogénèse sous 

l’influence de nombreuses enzymes comme la lysyloxydase, aussi sécrétée par le 

fibroblaste. Les molécules de collagène subissent un assemblage longitudinal par 

pontages intra et extracellulaire, qui conduisent à un collagène de moins en moins 

soluble, la fibre de collagène. Ces fibres de collagène regroupent treize variétés de 

molécules. Organisées en réseau tridimensionnel, elles forment des faisceaux qui 

confèrent la solidité à l’édifice. 

- Les fibres élastiques ou d’élastine, moins nombreuses (ne représentent que 4% 

des protéines dermiques) et plus fines, forment sur toute la hauteur du derme un 

maillage souple qui lui donne son élasticité. Elles sont constituées d’une trame de 

microfibrille et d’une matrice, l’élastine, qui se dépose progressivement sur les 

microfibrilles. De part sa structure, l’élastine est responsable de l’élasticité de la fibre 

élastique. 

 

A la différence de l’épiderme, le derme contient de nombreux vaisseaux sanguins et 

lymphatiques qui assurent sa nutrition. Dans le derme, il est à noter la présence de : 
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• Nombreuses terminaisons nerveuses sensitives libres et corpusculaires (corpuscules de 

Meissner et de Pacini) ; 

• Cellules musculaires lisses (muscles érecteurs des poils) ; 

• Fibres musculaires striées (muscles peauciers de la face qui interviennent dans les 

différentes expressions du visage). 

Enfin diverses annexes cutanées dérivées de l’épiderme plongent dans le derme 

(follicules pileux, glandes sébacées, glandes sudoripares). 

 

I.1.3. L’hypoderme 

 

L'hypoderme est constitué d’un tissu conjonctif lâche qui prolonge celui du derme ; il 

est très souvent associé en sa partie profonde au tissu adipeux. Ce tissu adipeux 

hypodermique constitue une réserve capable de stocker des graisses et de les libérer en 

fonction des besoins de l’organisme ; celà forme une réserve énergétique et permet ainsi la 

régulation thermique du corps. Les adipocytes, dérivées des histiocytes et constituant le tissu 

adipeux, forment un « molleton » généralement plus développé chez la femme que chez 

l’homme. Son épaisseur est variable : inexistant au niveau des paupières, plus épais autour de 

l’abdomen, des fesses ou des cuisses. 

 

I.2. Agression solaire 

 

En contact avec le milieu extérieur, la peau subit en permanence des agressions ; l’un 

des effets visibles des attaques de l’environnement est son vieillissement. La peau dispose de 

mécanismes naturels pour se défendre : la mélanine et la kératine assurent ainsi la protection 

de l’organisme contre les ultraviolets. Apparaissant dès le deuxième jour d’exposition, la 

mélanine augmente jusqu’aux alentours du vingtième jour donnant à la peau son hâle coloré 

tout en la protégeant des radiations ultraviolettes. La kératine assure, quant à elle, le maintien 

de l’épiderme et forme une couche protectrice d’épaisseur variable selon les parties du corps. 

Si l'exposition solaire a des effets bénéfiques pour le corps humain (synthèse de 

vitamine D, effet calorique et anti-inflammatoire, amélioration de certaines dermatoses), les 

conséquences néfastes des surexpositions ne doivent pas être sous-estimées. 
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La peau est un organe spécifique dans la protection de l’organisme contre les 

agressions extérieures, dont la principale est le stress engendré par les ultra-violets issus du 

spectre solaire. 

Le spectre solaire est caractérisé par les radiations émises par le soleil, mêlant lumière visible, 

infra-rouge et radiations ultraviolettes (UV). La lumière visible et l’infrarouge constituent 95 

% des radiations solaires nous parvenant alors que les UV représentent seulement 5%. Parmi 

les UV, on peut distinguer les UVA, les UVB et les UVC. Seuls les rayonnements les moins 

énergétiques, comme les UVA et UVB, atteignent la surface de la Terre car l’atmosphère 

terrestre les filtre de façon sélective. Les UVC sont totalement absorbés par l’ozone et les 

autres gaz composant l’atmosphère. La proportion d’UVA et d’UVB qui traverse les couches 

supérieures de l’atmosphère terrestre est également modulée de façon importante en fonction 

de la couverture nuageuse. D’une façon générale, la composante UV des rayonnements 

solaires au niveau terrestre se compose de 95 % d’UVA et 5 % d’UVB. Les vêtements 

constituent une barrière efficace mais incomplète contre les radiations ultraviolettes en 

général, et les UVA en particulier. 

Le taux d’UVA et d’UVB pénétrant les différentes couches de la peau, comme l’épiderme et 

le derme, sont de l’ordre de 40 % et 10 %, respectivement (Figure 3). En fonction du lieu 

(couche de la peau) et de la dose de rayonnements UVA et/ou UVB, les dommages 

occasionnés sur les cellules varient. 

En cosmétologie, de nombreuses crèmes sont crées pour permettre une protection contre les 

UV et induire ainsi une prévention du vieilissement cutané (Seite et al., 2000). 

Figure 3 : Taux de pénétration des rayonnements solaires UV 
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II. Les tumeurs 

 

Les rayons ultraviolets traversent la peau et endommagent les cellules en attaquant le 

patrimoine génétique de la cellule. Ces attaques répétées au fil des années accélèrent le 

processus de vieillissement, la sécheresse de la peau et lui donne un aspect plissé. Les 

conséquences de ces attaques engendrent un risque de cancer. En effet, l’exposition aux 

rayons ultraviolets du soleil est responsable de 80% des cancers de la peau (van Weelden et 

al., 1990). 

Les cancers de la peau sont des maladies où les cellules cancéreuses se trouvent dans 

la couche externe de la peau (épiderme). Ces cancers peuvent se développer suite à une 

exposition au soleil répétée pendant plusieurs années, mais ils peuvent être d’origine 

génétique. 

Le terme de cancers de la peau recouvre deux catégories de tumeurs cutanées 

distinctes : les carcinomes et les mélanomes. 

 

II.1. Les carcinomes 

 

Les carcinomes baso- ou spino- cellulaires (appelés aussi cancers épithéliaux) 

touchent les cellules épithéliales de la peau (Schwartz et al., 1981). Ces dernières constituent 

la majeure partie de la peau, de par leur nombre. Elles constituent, en vieillissant et en se 

remplissant de kératine, une véritable barrière protectrice entre le milieu extérieur et le milieu 

intérieur de l’organisme. Ces cellules protègent l’organisme des facteurs environnementaux. 

Quand ces cellules subissent une altération génétique induite par les UV, il se forme un 

carcinome (Figure 4). 

 

 

Figure 4 : Photographie d’un carcinome cutané 
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Les carcinomes se présentent sous deux formes :  

 

• Le carcinome basocellulaire est un cancer de la peau qui se produit sur des zones 

exposées au soleil. Les gens avec les teints clairs qui ne bronzent pas facilement 

sont les plus en danger. En principe, ces cancers basocellulaires résultent d’une 

altération d’une cellule de l’épiderme ; ce type de cellule est normalement à 

l’origine d’une lignée de cellules "filles" qui forment l’essentiel de la barrière 

cutanée de la peau. Les carcinomes basocellulaires sont caractérisés par une 

ulcération de la peau sans risque de métastase ; ils ne se répandent donc pas dans 

le corps, et sont par conséquent moins dangereux (non mortels) mais ils doivent 

être soignés immédiatement pour ne pas le devenir. Les carcinomes 

basocellulaires représentent 80% des cancers de la peau. Ils touchent 

essentiellement les individus de plus de 40 ans et sont rarement mortels. 

 

• Le carcinome spinocellulaire est aussi un cancer de la peau qui se développe 

souvent sur des zones exposées au soleil. Il peut se répandre à d'autres parties du 

corps. Ces cancers apparaissent essentiellement sur le visage et les mains et 

peuvent se propager à l’ensemble de la peau et devenir mortels. Plus de 90% des 

cas de cancers spinocellulaires peuvent être guéris, si on les détecte tôt. Ils 

représentent 10% des cancers de la peau et sont rarement observés chez les 

patients de moins de 50 ans. Les carcinomes spinocellulaires résultent de 

l’endommagement d’une cellule déjà différenciée en kératinocyte. Ils affectent 

essentiellement les sujets blonds à peau claire et présentent un risque plus élevé de 

conduire dans 20 % des cas à l’apparition de métastases, dû à un pouvoir invasif 

supérieur à celui des carcinomes basocellulaires. 

 

II.2. Les mélanomes 

 

Le mélanome, qui ressemble à un simple grain de beauté, est le plus grave des 

cancers cutanés. Un mélanome peut être bénin (naevus § III.2.2) ou malin (mélanome malin 

ou mélanoblastome). Les mélanomes malins ne représentent certes que 10% des cancers de la 

peau, mais ils sont mortels s'ils ne sont pas traités. C'est l'un des cancers les plus agressifs qui 

soient, mais le traitement à une phase initiale permet de guérir le patient. Un mélanome malin 



 38 

non traité envahit rapidement la peau et progresse vers le reste de l’organisme 

particulièrement le foie, les poumons, les os et le cerveau, entraînant la mort du patient en 

quelques mois. Le mélanome est une tumeur maligne développée à partir des mélanocytes. Le 

plus souvent, les cellules atteintes par le mélanome continuent à produire de la mélanine ; 

c'est pourquoi ce cancer peut apparaître sous forme de plusieurs tâches : marrons, brunes et 

noires (Figure 5). Le mélanome peut partir de l'intérieur, ou à côté, d'un grain de beauté ou de 

toute autre tâche foncée (d'une tâche de rousseur par exemple). Il tend à se répandre 

rapidement. Le mélanome peut devenir rouge, bleu ou blanc et peut produire des croûtes et se 

mettre à saigner. Chez les femmes, les mélanomes se développent généralement sur les bras et 

les jambes, alors que chez les hommes ils peuvent se développer sur le dos. Les causes sont 

une exposition intense et intermittente aux rayons ultraviolets du soleil responsables de 

brûlures, en particulier pendant l'enfance ou l'adolescence. En effet, les coups de soleil répétés 

et les facteurs génétiques multiples (photo-type et mélanomes familiaux, comme le syndrome 

du naevus dysplasique ou xeroderma pigmentosum) sont responsables de l’apparition des 

mélanomes. 

 

 

Figure 5 : Photographie d’un mélanome malin cutané 

 

II.2.1. Epidémiologie 

 

La principale caractéristique du cancer de la peau est l’apparition de mélanome 

cutané. Il s'agit d'une tumeur maligne de haute gravité développée, à partir de cellules 

mélanocytaires, et dont l'incidence augmente en France et dans tous les pays occidentaux. 

Classiquement considéré comme rare, le mélanome voit son incidence augmenter dans toutes 

les populations à peau claire, hommes et femmes, en particulier dans les tranches d’âge 30-50 
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ans (Menegoz et al., 1997), plus rarement chez les enfants ou les adolescents. La fréquence du 

mélanome, -et avec elle la mortalité dont il est responsable-, augmente plus que celle de tout 

autre cancer (Roush et al., 1988) et de manière constante depuis 50 ans ; son incidence double 

tous les 10 ans en France. 

Il s’agit de la plus sévère des tumeurs cutanées malignes fréquentes et de la première 

cause de décès par cancer cutané en France. Aujourd’hui, si le mélanome est un cancer rare, 

son incidence en France est de l’ordre de 9 à 10 nouveaux cas pour 100000 habitants par an, 

soit environ 4000 à 6000 personnes atteintes de ce cancer par an. Plus d’un millier en meurent 

tous les ans (Tableau 1). Dans tous les cas, l’augmentation de cette incidence, de 10% par an, 

est très rapide et place le mélanome cutané en tête de tous les cancers en terme 

d’augmentation de fréquence. Cette fréquence varie selon la latitude et la composition 

ethnique des populations (pour 100000 habitants : 0,4 en Afrique Noire, 0,8 en Asie, 4 en 

Europe, 8 aux USA, 40 en Australie) (Muir et al., 1987). 

Les données épidémiologiques internationales démontrent un gradient d’incidence en 

fonction de la position de la population étudiée par rapport à l’équateur. Les modèles de 

prédiction épidémiologique actuels permettent de penser que, dans les années à venir, une 

personne sur 65 née en 2000 dans les pays occidentaux devrait présenter un mélanome au 

cours de sa vie (Thomas et al., 1998) et aurait 15 fois plus de risques de développer un 

mélanome qu’une personne née en 1970. En France, comme dans la plupart des pays 

européens, on estime que les cancers cutanés représentent, à l’heure actuelle, 15 à 20 % de 

tous les cancers mais cette incidence atteint presque 50 % dans certains pays comme 

l’Australie ou les Etats-Unis. 

Ceci laisse à penser que les cancers de la peau sont devenus une préoccupation 

majeure en santé publique et le resteront durant les années à venir. Effectivement, même si il 

est observé une régression de la mortalité des autres formes de cancers cutanés, tels que les 

carcinomes baso- ou spino- cellulaires, dus principalement à un diagnostic de plus en plus 

précoce ; les mélanomes figurent parmi les cancers les plus fréquents et les plus dangereux. 
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Type de cancer Nombre de nouveaux 
cas en 2000 

Nombre de décès 
en 2000 

Sein 41 845 11 637 

Prostate 40 209 10 004 

Colon / Rectum 36 257 15 973 

Poumon 27 774 27 164 

Lèvre – Bouche – Pharynx 15 385 5 090 

Vessie 10 771 4 558 

Lymphome malin non-Hodgkinien 9 908 5 243 

Reins 8 293 3 607 

Mélanome 7 231 1 408 

Estomac 7 126 5 069 

Leucémie 6 243 5 095 

Foie 5 976 7 856 

Système nerveux central 5 299 3 168 

Corps de l’utérus 5 064 1 809 

Œsophage 4 968 4 434 

Pancréas 4 887 7 181 

Ovaires 4 488 3 508 

Larynx 4 226 2 134 

Thyroïde 3 711 431 

Myélome multiple et maladies 
immuno-prolifératives 

3 587 2 254 

Col de l’utérus 3 387 1 004 

Maladie de Hodgkin 1 367 220 

Mésotheliome 871 1 157 

Totaux 278 253 150 045 

Tableau 1 : Estimation du nombre de cancers en France pour l’année 2000. 

(Source : Rapport de la commission d’orientation sur le cancer.) 
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III.2.2. Evolution 

 

Un mélanome peut être bénin (naevus) ou malin (mélanome malin ou 

mélanoblastome). 

La plupart des mélanomes ne semblent pas avoir de précurseur et se développent en 

peau saine. Une minorité proviendrait de la dégénérescence de naevus bénins pré-existants 

(Burg et al., 1993 ; Runkle & Zaloznik, 1994) : 

- les naevus congénitaux de grande taille exposent à un risque de mélanome dans 

plus de la moitié des cas avant l'âge de 10 ans ; ceux de petite taille ont un potentiel de 

dégénérescence mal établi ; 

- les naevus acquis dysplasiques apparaissent particulièrement dans les familles de 

mélanome héréditaire, en sachant que la proportion de mélanome naissant d'un naevus 

dysplasique reste mal appréciée. 

L'évolution spontanée d'un mélanome est très variable dans le temps. Certaines 

tumeurs progressent rapidement alors que d'autres évoluent sur plusieurs années avec des 

régressions et plus rarement des guérisons spontanées. L'évolution spontanée habituelle est 

marquée par un envahissement local avec extension possible à la peau adjacente ou à distance, 

aux ganglions régionaux et apparition de métastases, habituellement multiples. Tissus mous, 

poumons, foie, cerveau sont dans cet ordre les localisations métastatiques les plus fréquentes. 

L'atteinte osseuse est plus tardive ; tous les organes sont susceptibles d'être atteints 

secondairement. 

La majorité des métastases survient entre 2 et 5 ans après le traitement de la tumeur 

primitive. Il en existe cependant de très précoces et de très tardives. 

Le pronostic d'un mélanome dépend : 

- de son épaisseur en millimètre, mesurée par l'histologiste (indice de Breslow), facteur 

pronostique essentiel (Tableau 2), 

- du niveau d'invasion en profondeur de la tumeur (niveau de Clark),  

- de l'activité mitotique (nombre de mitoses/mm²), 

- de sa localisation : les mélanomes de la tête et du cou, des extrémités et des muqueuses 

récidivent plus souvent localement que ceux du tronc et des membres, 

- du sexe du patient (meilleur pronostic chez la femme), 

- du type anatomoclinique de la tumeur (gravité décroissante : mélanome nodulaire, 

mélanome à extension superficielle, mélanome sur mélanose de Dubreuilh), 
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- de l'extension régionale, stade I : tumeur primitive isolée, stade II : envahissement 

ganglionnaire régional ou métastases en transit, 

- de la présence de métastases, autre facteur pronostique déterminant (stade III). 

 

< 0,75 mm 96 % 

0,76 à 1,49 mm 87 % 

1,50 à 2,49 75 % 

2,50 à 3,99 mm 66 % 

Epaisseur 

tumorale 

Indice de 

Breslow > 4 mm 47 % 

Pourcentage de 

survie en 5 ans 

 

Tableau 2 : Corrélation entre l'indice de Breslow et la survie à 5 ans 

d'après une série de 15 798 mélanomes au stade I. 

Selon Balch & Milton, en 1985. 

 

II.2.3. Différentes sortes de mélanomes malins 

 

Il existe plusieurs formes anatomo-cliniques de mélanomes malins (MM) (Clark et 

al., 1975 ; Runkle & Zaloznik, 1994 ; Reed & Martin, 1997 ; Poetsch et al., 2003) : 

Mélanome à extension superficielle (SSM = superficial spreading melanoma). 

Fréquent chez l'adulte jeune (60% des MM) et de topographie ubiquitaire, il prédomine sur la 

jambe chez la femme et sur le dos et le tronc chez l'homme. C'est une lésion plane, 

polychrome (avec différentes teintes possibles : marron, noir, rose, gris, bleu ...), à contour 

régulier, polycyclique et de surface irrégulière parfois un peu kératosique. L'augmentation de 

taille régulière peut s'accompagner de plages de régression blanchâtres. Sur le plan 

histopathologique, il évolue d'abord en surface (phase horizontale) pendant 2 ans en moyenne, 

puis envahit le derme (phase verticale). 

Mélanome nodulaire (ou NM = nodular melanoma) (15 à 20% des MM). C'est une 

tumeur noire, d'emblée, infiltrée. Le caractère ulcéré ou saignotant signe un stade évolutif plus 

avancé. Il en existe des formes achromiques de diagnostic difficile. Histologiquement, il s'agit 

d'une tumeur à croissance tumorale verticale d'emblée (risque élevé de métastases précoces) à 

prolifération dermique, avec un pronostic grave. 

Mélanome lentigo (ou LMM = lentigo maligna melanoma ou mélanome de 

Dubreuilh) (5% des MM). Avec une prédominance féminine et assez fréquent chez les sujets 
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âgés, il est de meilleur pronostic. Il siège sur les régions photo-exposées c’est-à-dire au niveau 

du visage, avec une évolution lente. C'est une lésion plane, noire avec des variations de noir, 

de marron fonçé, à limites géographiques irrégulières. Histologiquement, il croît en surface 

pendant de nombreuses années (phase horizontale). L'envahissement dermique se marque par 

une papule, une plaque infiltrée, un nodule (phase verticale) : prolifération des mélanocytes 

atypiques au niveau de la couche basale de l'épiderme dans une peau atrophique et infiltration 

quand il y a présence de mélanocytes dans le derme. 

Mélanome des extrémités (ou ALM = acral lentiginous melanoma) (15 à 20% des 

MM). Le mélanome des extrémités (ou acro-lentigineux) a été individualisé plus récemment 

et touche les hommes de 50 - 60 ans. Il siège aux paumes, aux plantes ou aux extrémités des 

doigts. Il peut également toucher primitivement la matrice unguéale. L'évolution est lente. 

Histologiquement, il comporte une évolution horizontale puis verticale. L'aspect 

anatomopathologique est celui d'un mélanome à extension superficielle ou d'un mélanome 

lentigineux. 

 

II.2.4. Grains de beauté et mélanomes malins 

 

Les personnes à peau claire, aux yeux bleus, blondes ou rousses sont parmi les plus 

susceptibles de développer un jour un mélanome ou un autre cancer cutané. En effet ces types 

de pathologies sont 15 fois plus fréquents chez les personnes à peau claire que chez les 

individus à peau plus foncée. Bien qu’en général les lésions apparaissent le plus souvent dans 

le haut du dos et sur le torse des hommes et sur les jambes des femmes, elles peuvent 

apparaître partout sur la peau. 

 

II.2.4.1. Apparences d’un mélanome 

 

La plupart des mélanomes provient d’un grain de beauté tout à fait banal en 

apparence. Tout le monde ou presque a des grains de beauté à la surface de la peau, seuls ou 

en groupe. Il s’agit de petites lésions bénignes qui contiennent des dizaines de cellules 

pigmentées. Ils sont normalement de couleur brune et peuvent être de taille et de forme 

différentes. La couleur brune est due à la mélanine. La plupart des grains de beauté 

apparaissent pendant les 20 premières années de la vie. Avec le temps, ils changent souvent 

lentement, se soulèvent et s'éclaircissent. Certains peuvent ne jamais changer ou peuvent 

devenir plus foncés, soit après une exposition au soleil ou lors de traitements à base de 
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stéroïdes. Ils peuvent être plats ou en relief, d’aspect lisse ou plissé, contenir des poils ou non. 

Ils varient en couleur, forme et taille. Certains apparaissent à la naissance mais la plupart se 

développent plus tard dans la vie (Belaich, 1975). 

Il est important de se rappeler que tous les grains de beauté n'ont pas le même 

aspect : 

- ils peuvent être de la couleur de la peau, ou rose, brun clair ou foncé, et même bleu-noir, 

- leur forme peut également varier : ils peuvent être ronds ou ovales, ou de forme irrégulière, 

- ils peuvent être plats ou surrélevés, grands ou petits, avec ou sans poils. 

Certaines personnes en ont moins de dix sur l’ensemble du corps, d’autres peuvent 

en avoir jusqu’à une centaine. Si la majorité des grains de beautés ne requière jamais de 

traitements médicaux, ceux dont l’apparence change doivent être examinés par un médecin. 

Les grains de beauté connus sous le nom de grains de beauté atypiques ou grains de 

beauté dysplasiques sont plus grands que la moyenne. Ces grains de beauté sont souvent de 

couleur inégale et sont souvent héréditaires. Les personnes avec des grains de beauté 

atypiques ont plus de chance de développer le mélanome (Ziegler et al., 1993). 

 

Chaque année, des milliers de ces petites lésions dermatologiques d’apparence tout à 

fait bénigne se révèlent être des mélanomes malins. De nombreux patients consultent trop 

tardivement lorsque le cancer a déjà envahit la peau en profondeur. 

Un mélanome malin qui n’est pas traité rapidement progresse en profondeur dans la 

peau avant de se répandre ou de métastaser dans le reste de l’organisme et devenir mortel. Le 

taux de guérison à 5 ans est de 100% pour un mélanome de 0,75 mm d’épaisseur. Ce taux 

tombe toutefois rapidement à 50% dès que la lésion atteint 3 mm. 

Les personnes à la peau plus foncée ont aussi des grains de beauté mais en moins 

grand nombre que les individus à la peau blanche et donc elles encourent moins de risques de 

développer un mélanome. En effet, le pigment contenu dans les peaux noires protège contre 

les rayons ultraviolets du soleil. 

 

II.2.4.2. Détection d’un mélanome 

 

Les grains de beauté étant situés à la surface de la peau, il est facile de détecter un 

mélanome malin sur l’épiderme. Un grain de beauté dont l’apparence change peut évoluer en 

cancer de la peau sur quelques mois ou quelques années. 
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Afin de différencier les grains de beautés ordinaires et bénins, de ceux qui sont 

anormaux, l’American Cancer Society a établi la règle alphabétique ABCDE suivante (Burg 

et al., 1993) : 

A = Asymétrie : les deux moitiés du grain de beauté qui étaient symétriques sont maintenant 

différentes. 

B = Bords : les bords du grain de beauté sont devenus irréguliers, dentelés, ou flous. 

C = Couleur : le grain de beauté a récemment changé de couleur. Les couleurs les plus 

fréquemment observées sont différentes (tons marron, beige, noir et rouge ou bleuâtre). 

D = Diamètre : le diamètre du grain de beauté s’est récemment agrandi. 

E = Epaisseur : le grain de beauté, qui était plat à l’origine, prend plus ou moins du volume ou 

du relief. 

 

III. Les lignées étudiées 

 

Les deux lignées utilisées comme support à notre étude sont la lignée cellulaire 

HaCaT et la lignée cellulaire M4Beu. 

 

III.1. Lignée HaCaT 

 

Pour étudier les différents changements génétiques, tel que le stade phénotypique 

impliqué dans le processus du cancer de la peau humaine, il a été développé un modèle in 

vitro. Ce modèle, appelé lignée HaCaT, résulte de l’immortalisation spontanée de 

kératinocytes humains. Cette lignée permet d’étudier les différents stades de développement 

de tumeurs ainsi que la progression des différents stades de carcinomes de la peau humaine 

(Fusenig et al., 1985 ; Fusenig et al., 1991 ; Fusenig et al., 1994 ; Boukamp et al., 1994 ; 

Boukamp et al., 1995). 

 

III.1.1. Création de la lignée HaCaT : Processus d’immortalisation 

 

Cette immortalisation a été réalisée de trois manières différentes : 

 



 46 

III.1.1.1. Immortalisation spontanée par altérations génétiques 

 

L’équipe de Boukamp a démontré en 1988 l’immortalisation spontanée des cellules 

HaCaT après 140 générations (ou divisions cellulaires) dans un milieu avec une faible 

concentration de calcium et une température élevée (38,5°C), engendrant ainsi la perte de 

gènes de la sénescence. L’émergence spontanée de la lignée cellulaire HaCaT dans une 

culture, à long terme, de kératinocytes adultes se produit graduellement à travers différents 

stades accompagnés par des changements génétiques visibles comme des altérations 

chromosomiques (Boukamp et al., 1988 ; Boukamp et al., 1997). La perte de gènes de 

sénescence pourrait être la cause de l’immortalisation des cellules HaCaT. Il a été observé, 

dans le cas de ces cellules, une perte de copies du chromosome 3, après une culture à long 

terme de 300 générations (Boukamp et al., 1997). Plus exactement, le bras court du 

chromosome 3 (ou chr 3p) des cellules HaCaT est absent, ce qui suggère que ce bras court 3p 

abrite un ou plusieurs gènes de sénescence et que sa perte est un événement majeur dans 

l’immortalisation des cellules de la lignée HaCaT. Malgré ses variations génétiques, la lignée 

cellulaire HaCaT soutient la balance génomique et maintient un phénotype non-

tumorigénique. 

 

III.1.1.2. Immortalisation via des mutations sur p53 induites par UV 

 

L’immortalisation peut être également obtenue sur ces cellules, après seulement 2 

générations suivies d’une irradiation aux UV (Boukamp et al., 1994). 

Les mécanismes régulant normalement les réparations de l’ADN endommagé sont 

perturbés ou perdus lors de l’immortalisation. Ces mécanismes sont attribués à la fonction du 

gène p53 (Lane, 1992), qui est muté dans un grand nombre de tumeurs de la peau (Jonason et 

al., 1996). Effectivement, l’exposition à la lumière solaire engendre des mutations du gène 

p53. Ces mutations sont principalement des transitions cytosine-thymine (C�T), mais aussi 

des doubles liaisons thymine-thymine (CC�TT) caractéristiques de la formation de dimères 

UV-induite (Nakazawa et al., 1993). 

En accord avec des études épidémiologiques montrant clairement que les UV sont un 

des agents carcinogéniques les plus importants dans l’induction des tumeurs de la peau, les 

cellules HaCaT irradiées aux UV présentent des mutations de p53. Ces mutations ont été 

identifiées sur le codon 179 (C�T), mais aussi sur les codons 281-282 (CC�TT) (Lehman 

et al., 1993) (Figure 6). 
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Selon Lehman, en 1993, les mutations sur p53 des cellules HaCaT sont responsables 

de l’immortalisation. Toutefois, les mutations de ce gène ne peuvent pas être les seules 

responsables dans le processus d’immortalisation de ces cellules. En effet, la transfection de 

mutant de p53 dans des kératinocytes humains ne permet pas l’induction de cette immortalité, 

ni la formation de la lignée HaCaT (Fusenig & Boukamp, 1998). En fait, après irradiation, les 

cellules HaCaT, cultivées dans un milieu appauvri en calcium et avec une température de 

l’ordre de 38,5°C, présentent un nombre croissant de cassures et de translocations 

chromosomiques. Ainsi, une température élevée et une faible concentration de calcium 

pourrait contribuer à l’augmentation du taux d’altérations génétiques durant le processus 

d’immortalisation des cellules HaCaT. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6 : Mutations du gène p53 sur les cellules HaCaT irradiées aux UV 

 

III.1.1.3. Immortalisation via l’inactivation des télomères 

 

D’autres altérations génétiques et d’autres mécanismes ont été proposés pour 

expliquer le processus d’immortalisation comme l’activation de l’enzyme télomérase 

(Whitaker et al., 1995). Les cellules subissent au fil de leurs divisions une perte progressive 

de l'ADN des télomères, à moins que n'intervienne une enzyme très particulière, la 

Forme sauvage de p53 

Mutations de p53 dans HaCaT 
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UV 
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télomérase. Cette dernière est capable de compenser la perte de l'ADN télomérique en 

reconstituant sa séquence. Les cellules entrant en sénescence présentent un raccourcissement 

des télomères de leurs chromosomes ; les cellules échappant à cette sénescence ont des 

télomères plus longs. Dans les cellules HaCaT, l’activité de la télomérase est 

significativement augmentée dès la première division cellulaire réalisée, ce qui suggère une 

contribution de la télomérase dans le processus d’immortalisation des cellules HaCaT. 

La régulation de la télomérase est corrélée avec le calcium. L’augmentation de la 

concentration calcique réduit l’activité de la télomérase de manière dose et temps dépendants 

(Bickenbach et al., 1998). Ainsi l’absence du calcium empêcherait le rôle de la télomérase au 

cours de l’immortalisation. 

 

III.1.2. Intérêts de la lignée cellulaire HaCaT 

 

L’immortalisation de cette lignée HaCaT apporte un certain nombre d’intérêts : 

1. Modèle de kératinocytes : 

• La protéine p53 sauvage dans les kératinocytes est retrouvée à un niveau basal très faible 

du fait de sa courte durée de vie (15-20 minutes). En revanche, les protéines p53 mutées 

ont fréquemment des niveaux cellulaires élevés du fait d’un allongement de leur demi-vie 

(5-10 heures) (Fritsche et al., 1993). Ces protéines ont, par conséquent, une plus forte 

stabilité, ce qui permet une étude quantitative et qualitative plus précise de cette protéine 

p53. Cette stabilité accrue résulterait d’une altération de l’environnement cellulaire plutôt 

qu’une résistance à la voie normale de dégradation. Suite à une lésion de l’ADN, la 

plupart des mutations ponctuelles affectant le gène p53 augmente la stabilité de la protéine 

par modification de sa conformation, et conduit à une accumulation de la protéine p53 

mutante au sein de la cellule et plus particulièrement dans le noyau. 

• Bien qu’immortelles et ayant des altérations génétiques comme les mutations sur p53, les 

cellules de la lignées HaCaT ont largement gardé leur capacité à reconstituer un épiderme 

bien structuré après une transplantation in vivo (Boukamp et al., 1988). De ce fait, les 

cellules HaCaT peuvent être considérée comme modèle de kératinocytes. 

2. Modèle pour étudier les cancers de la peau : 

• Les cellules HaCaT sont considérées comme dérivées de kératinocytes. 

Toutefois, étiologiquement, il est émis comme hypothèse que les cellules HaCaT 

pourraient alors être représentatives du mécanisme d’induction des cancers de la 

peau (Boukamp et al., 1988). 
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En 1998, Fusenig & Boukamp, les « parents » de l’immortalisation de la lignée 

cellulaire HaCaT, en déduisent que cette lignée est effectivement un modèle biologique in 

vitro significatif pour étudier les cancers humains de la peau. 

 

III.2. Lignée M4Beu 

 

La lignée cellulaire M4Beu est obtenue à partir d'une métastase ganglionnaire d'un 

mélanome humain issu de l’épiderme. 

Une large variété de modèle de métastases artificielles et spontanées a été 

développée dans des expérimentations animales. Ces modèles ont permis de caractériser des 

cellules cancéreuses métastasiques et de comprendre le processus métastasique. Ces études 

expérimentales de métastases de tumeurs humaines ont été en particulier développées par 

xénogreffe sur la peau de souris (Dore et al., 1987). C’est ainsi qu’une transplantation sous 

cutanée d’un mélanome métastasique humain sur une souris peut engendrer des métastases 

sous cutanée, des métastases au niveau du poumon et des nodules lymphoïdes. En 1987, Dore 

et coll. ont ainsi établi la lignée M4Beu et ont pu déterminer que cette lignée était hétérogène 

car elle contient des cellules pauvrement tumorigènes in vitro, et hautement in vivo. 

Les cellules de la lignée M4Beu représentent donc un modèle de lignée maligne 

issues de mélanome métastasé (Dore et al., 1987). Cette lignée a permis de tester de nouvelles 

molécules capables de diminuer l’activité enzymatique de l’O6-alkylguanine-DNA 

alkyltransferase (AGT), une protéine à activité tumorale. Une de ces molécule, appelée O6-

benzyl-N2-acetylguanosine (BNAG), est un inhibiteur de l’AGT des cellules M4Beu greffées 

sur des souris ; elle permet d’augmenter le pouvoir anti-tumoral du N’-[2-chloroethyl]-N-[2-

methylsulfonyl)ethyl]-N’-nitrosurea (CENU ou cystemustine) (Cussac et al., 1994a). En effet, 

il a été démontré que la CENU, couplée à la BNAG, avait une activité anti-tumorale bien plus 

importante que celle de la CENU seule (Cussac et al., 1994b ; Debiton et al., 1997). 

La lignée M4Beu est un mélanome invasif ; ses gènes, permettant l’acquisition de ce 

comportement invasif, ont été isolés. Ces gènes seraient la fibronectine, la cyclooxygénase 2 

(Cox2) et la protéine "H-ras like" (Eleveld-Trancikova et al., 2002). 

 

La lignée cellulaire M4Beu n’a jamais fait l’objet d’une étude moléculaire sur le 

processus apoptotique ; d’où l’intérêt de l’utiliser dans notre étude. 
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L’apoptose est une mort cellulaire physiologique, qui a successivement reçu les 

noms de « mort cellulaire programmée», de « suicide cellulaire » puis d’«apoptose ». La 

notion d’apoptose a été introduite par Kerr, Wyllie et Currie en 1972, pour décrire une forme 

de mort cellulaire différente de la nécrose, seule forme connue à cette époque. Le terme 

"apoptose" a pour origine un mot grec ancien (« apo- ou achèvement et «-ptose » ou chute) 

qui évoque la chute des feuilles caduques en automne et sous-entend ainsi un rôle 

homéostasique. 

L’apoptose est un processus actif d’autodestruction déclenché à la suite de signaux 

intra ou extra-cellulaires déclencheurs de mort, ou en l’absence de signaux de survie dans 

l’environnement de la cellule (stimuli physiologiques). L’apoptose peut également être 

observée dans des situations pathologiques, correspondant à une réaction de défense de 

l’organisme. Il se produit alors de profonds remaniements morphologiques et fonctionnels. Ce 

processus joue un rôle déterminant dans le développement et le fonctionnement du système 

nerveux et du système immunitaire, dans l’homéostasie cellulaire et la morphogénèse 

tissulaire, équilibrant ainsi le nombre de cellules d’un tissu normal. L’apoptose joue aussi un 

rôle considérable dans des pathologies telles que les maladies neurodégénératives, les 

infections virales et les cancers. 

L’apoptose est un phénomène hautement régulé au cours duquel les enzymes 

cataboliques dégradent des molécules essentielles à la vie cellulaire, aboutissant aux 

caractéristiques biochimiques et métaboliques typiques de la mort cellulaire programmée. 

L’expression de nombreux gènes apoptotiques va induire la destruction d’une cellule en ne 

manquant pas de signaler son suicide aux cellules voisines ; l’intégrité tissulaire des cellules 

environnantes est ainsi préservée. L’apoptose s’inscrit ainsi dans la vie de la cellule au même 

titre que la différenciation ou la division cellulaire. 

 

Depuis 30 ans, une littérature importante a permis de mieux comprendre la séquence 

des évènements cellulaires, biochimiques et morphologiques, qui sont à la base des techniques 

de détection de l’apoptose. 
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I. Différents types de mort cellulaire : nécrose et apoptose 

 

Il existe deux types de mort cellulaire : 

- la nécrose ou mort accidentelle de la cellule ; 

- l’apoptose ou mort contrôlée par la cellule. 

L’intensité et la nature du stimulus initial déterminent souvent le choix entre ces 

deux façons de mourir. 

 

I.1. Nécrose 

 

La nécrose représente une mort accidentelle et rapide de la cellule ; cette mort 

correspond à une agonie violente et traumatique de la cellule dès que celle-ci subit une 

agression extrême par des agents cytotoxiques physiques (UV ou autres radiations), 

chimiques (H2O2, staurosporine…), ou lorsqu’elle est soumise à des variations extrêmes des 

conditions physiologiques (hypoxie, hypothermie…). Un phénomène passif et «désordonné » 

est observé ; il en résulte un clivage de l’ADN de manière aléatoire par des endonucléases 

(Dong et al., 1997) et une incapacité de la cellule à maintenir son homéostasie. Il se produit 

alors une entrée massive d’eau et d’électrolytes dans la cellule (Bortner & Cidlowski, 1996). 

Cette dernière, mais aussi les organites intracellulaires tels que les mitochondries, le réticulum 

endoplasmique et le noyau gonflent jusqu’à l’éclatement, libérant ainsi le contenu intra-

cellulaire dans le milieu environnant. Cette libération des organites et de leur contenu se 

propage dans le milieu extra-cellulaire, ce qui entraîne un processus nécrotique chez les 

cellules environnantes et provoque la réaction inflammatoire. 

 

I.2. Apoptose 

 

Par opposition à la nécrose, l’apoptose est un processus actif et ordonné qui survient 

lors de l’évolution physiologique d’un organisme, mais aussi dans certaines situations 

pathologiques. 

L’apoptose est caractérisée par des modifications morphologiques et biochimiques, 

très différentes de celles de la nécrose. 

- Parmi les critères morphologiques, on observe une diminution du volume cellulaire, le 

maintien de l’intégrité de la membrane plasmique au début du processus, une relocalisation 
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des organites cytoplasmiques, une condensation de la chromatine puis la fragmentation du 

noyau et du cytoplasme. La cellule se scinde en corps apoptotiques, délimités par une 

membrane intacte, contenant des organelles, des fragments nucléaires et un cytoplasme 

condensé. 

- Parmi les critères biochimiques, on observe une chute du potentiel mitochondrial 

transmembranaire (∆Ψm), une externalisation des résidus phosphatidylsérines de la 

membrane plasmique, l’activation de protéases à cystéine ou caspases, et la fragmentation de 

l’ADN en fragments de haut poids moléculaires ou de petits poids moléculaires (clivage entre 

les nucléosomes). Des marqueurs de surface, dont les résidus phosphatidylsérines, permettent 

la reconnaissance et la phagocytose des cellules apoptotiques par les macrophages 

environnants in vivo. 

L’apoptose résulte aussi d’un ensemble régulé d’activations enzymatiques et 

d’expression de gènes pro- et anti-apoptotiques. Ces activations et ces gènes vont induire 

l’autodestruction de la cellule, sans léser les cellules environnantes, préservant ainsi l’intégrité 

tissulaire, voire celle de l’organisme (Raff et al., 1993). Ainsi, au cours de l’apoptose, il n’y a 

pas de libération de substances à partir du milieu intra-cellulaire, substances toxiques pour les 

cellules environnantes. Ces dernières ne sont donc pas affectées : il n’y a pas de réaction 

inflammatoire (Afford & Randhawa, 2000). 

 

II. Importance du processus apoptotique 

 

L’apoptose est une des fonctions normales de l’organisme qui a pour but d’éliminer 

les développements inutiles et/ou potentiellement dangereux. Elle joue un rôle physiologique, 

mais elle est aussi impliquée dans des situations pathologiques. 

 

II.1. Rôle physiologique 

 

L’apoptose joue un rôle fondamental tout au long de la vie d’un organisme, du stade 

embryonnaire jusqu’à sa mort. Elle assure le remodelage et le maintien de l’homéostasie 

tissulaire, c’est à dire la conservation du nombre et de la qualité des cellules qui constituent 

les tissus (Evan & Littlewood, 1998). La mort cellulaire participe aux phénomènes de 

différenciation qui donnent naissance aux trois types de tissus cellulaires (mésoderme, 

endoderme et ectoderme) dont dériveront l’ensemble des cellules qui constituent le corps. Ce 
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processus apoptotique permet la formation de cavités, sculpte la forme interne et externe de 

l’embryon, et élimine toutes les structures devenues inutiles, comme par exemple les tissus 

qui séparent les doigts, permettant ainsi leur individualisation (Meier et al., 2000). L’apoptose 

joue un rôle essentiel dans la sculpture des métamorphoses successives de notre corps : chez 

la femme, par exemple, elle est impliquée dans l’involution des seins après le sevrage 

(Strange et al., 2001) ou dans la régression de l’endomètre utérin au cours des menstruations 

(Vinatier et al., 2001). 

L’apoptose participe également à la construction de nos deux organes de régulation 

les plus complexes, le cerveau et le système immunitaire. 

La mise en place du réseau synaptique entre les neurones dépend d’un contrôle dynamique et 

séquentiel de la vie et de la mort. Une fois que le cablage en réseau des synapses est établi, la 

survie des neurones dépendra de la capacité de ces connexions à faire preuve de leur 

fonctionnalité. L’absence de circulation d’informations nerveuses à travers une synapse 

entraîne l’autodestruction des neurones qui la composent. Au cours du développement du 

système nerveux central chez les vertébrés, plus de la moitié des neurones vont mourir en 

quelques jours : disparaissent ainsi les neurones dits « inutiles » ou « dangereux ». Le contrôle 

de la vie et de la mort cellulaire par des signaux de l’environnement joue un rôle dans l’auto-

organisation de la cellule. Ces signaux sélectionnent, parmi toutes les interactions neuronales 

initialement possibles, celles qui réussissent à faire preuve de leur capacité à fonctionner 

(Flanagan, 1999 ; Verhage et al., 2000). La survie des neurones dépendrait de leur capacité à 

accéder à une quantité suffisante de facteurs neurotrophiques : ceux qui reçoivent 

suffisamment de facteurs neurotrophiques survivent, les autres dégénèrent (Raff, 1992). Il y a 

donc une sélection des neurones bien connectés. L’apoptose par privation de facteurs 

trophiques est un processus qui permet d’ajuster ainsi le nombre de neurones au nombre de 

cellules environnantes (Feldmann, 1999). 

Ce sont des mécanismes semblables qui permettent la sculpture et la complexité de notre 

système immunitaire. La mort cellulaire est aussi essentielle à la régulation de la réponse 

immunitaire. En effet, elle permet l’adaptation du système immunitaire au "Soi" en 

sélectionnant, à partir de l’immense diversité initiale de lymphocytes, les 1 à 5 % qui ont 

démontré leur capacité à défendre l’organisme sans pour autant l’agresser. Ils seront par la 

suite capables de combattre un micro-organisme qui nous aura envahi. Les cellules 

immunitaires prolifèrent suite à la présence d’un agent étranger. Une fois celui-ci éliminé, de 

nombreuses cellules sont détruites pour ralentir ainsi la réponse immunitaire qui pourrait 

causer de graves dommages à l’organisme (Ekert & Vaux, 1997 ; Goldrath & Bevan, 1999). 
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Plusieurs dizaines de milliards de nos cellules s’autodétruisent, et certains territoires 

de l’organisme sont toujours recomposés. Les cellules de la couche superficielles de la peau, 

des intestins, de la muqueuse utérine et des vaisseaux, les polynucléaires de notre sang, etc..., 

subissent des phénomènes de différenciation terminale, déclenchant leur autodestruction. Ces 

cellules sont renouvelées en permanence par des cellules souches qui se dédoublent. 

 

L’apoptose lie étroitement le destin de chaque cellule à celui d’une collectivité à 

laquelle elle appartient. Elle permet une régulation permanente du nombre de nos cellules, une 

régulation drastique de leur localisation géographique, et une adaptation constante entre les 

proportions relatives des différentes familles de cellules qui composent nos organes. 

 

II.2. Apoptose et pathologies 

 

Les dérèglements des mécanismes contrôlant l’apoptose peuvent être responsables du 

déclenchement et de la progression de nombreuses pathologies. Ces dernières peuvent être 

caractérisées soit par un déficit d’apoptose (cancer, infections virales…), soit par un excès 

d’apoptose (maladies neurodégénératives, infarctus du myocarde…) (Tableau 3). 

Le déficit de l’apoptose est souvent associé au développement de maladies auto-

immunes et lymphoprolifératives (Neurath et al., 2001 ; Rich et al., 1999), mais aussi aux 

phénomènes de carcinogénèse (Agnantis & Goussia, 1999). 

Au cours des infections virales, les virus mettent en place des systèmes d’inhibition 

d’apoptose afin d’envahir l’hôte, comme notamment le virus de l’hépatite C (VHC) et 

l’Herpès simplex virus-1 (HSV-1) (Saikumar et al., 1999). En empêchant la mort cellulaire, 

les virus permettent non seulement la survie de la cellule qu’ils infectent, mais aussi leur 

propre survie, ce qui favorise l’apparition de cancers comme c’est le cas pour le virus Epstein 

Barr (EBV). 

Une augmentation anormale du nombre de certaines cellules, due au déficit de 

l’apoptose, est aussi observée dans les cancers. Le blocage anormal de l’apoptose est impliqué 

dans le développement des métastases, permettant à des cellules cancéreuses de migrer dans 

l’organisme sans s’autodétruire et de survivre dans un organe qui n’est pas le leur (Thompson, 

1995 ; Evan & Littlewood, 1998). 
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DEFICIT DE L’APOPTOSE EXCES D’APOPTOSE 

Cancers : 

- Cancer mammaire 
- Cancer de la prostate 
- Cancer ovarien 
- Lymphome folliculaire 
- Leucémies 
- Mélanome 
- Syndrome lymphoprolifératif 
 

Infections virales : 

- Herpes Virus (Virus d’Epstein Barr - EBV) 
- Poxvirus (Variole) 
- VIH 
- Hépatite C (VHC) 

 

Maladies auto-immunes : 

- Lupus érythémateux disséminé 

 

Divers : 

- Ostéoporose 
- Syndrome d’hyper-éosinophilie 
 

Maladies neurodégénératives : 

- Alzheimer 
- Huntington 
- Parkinson 
- Sclérose latérale amyotrophique 
- Syndrome myélodysplasique 
 
 
 

Infections virales : 

- Herpes simplex virus-1 (HSV-1) 
- Influenza virus (grippe) 
- VIH 
- Hépatite B (VHB) 

 

 

 

 

Divers : 

- Alopécie 
- Anémies aplasiques 
- Arthérosclérose 
- Colite ulcérative 
- Infarctus du myocarde 
- Ischémies 
- Troubles hépatiques 
- Vieillissement 
 

 
Tableau 3 : Pathologies associées à un dérèglement du processus apoptotique 
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L’excès d’apoptose intervient dans le développement de nombreuses pathologies : 

anomalies congénitales du développement, certaines maladies neurodégénératives chroniques 

comme l’amyotrophie spinale, la sclérose latérale amyotrophique, la chorée de Huntington, la 

maladie d’Alzheimer (Barinaga, 1998), la maladie de Parkinson et les rétinopathies 

dégénératives. Cet excès est observé dans les accidents vasculaires cérébraux, les ischémies-

reperfusion, les hépatites fulminantes ou alcooliques, les lésions causées par des méningites 

(Thompson, 1995). 

Le déclenchement anormal ou excessif de l’apoptose intervient aussi lors de certaines 

infections virales, comme le virus de l’immunodéficience humaine (VIH) (Selliah & Finkel, 

2001 ; Muthumani et al., 2003) et le virus de la grippe (Hay & Kannourakis, 2002). 

 

Il existerait aussi un lien entre la sénescence et le processus apoptotique. Le 

vieillissement se caractérise en effet par une altération progressive des capacités 

fonctionnelles de notre corps et par l’apparition de trois catégories de maladies graves : les 

maladies cardio-vasculaires, les maladies neurodégénératives et les cancers, toutes liées 

comme nous l’avons vu à un excès ou un déficit d’apoptose (Johnson et al., 1999). 

 

III. Modifications morphologiques et biochimiques caractéristiques de 

l’apoptose 

 

En 1972, Kerr, Wyllie et Currie montrent que des cellules, en train de mourir par 

apoptose, développent des modifications morphologiques et biochimiques caractéristiques, 

différentes de celles observées chez les cellules entrant en nécrose. Depuis, de nombreux 

critères discriminants sont venus s’ajouter à ceux décrits par ces auteurs. 

 

III.1. Cytoplasme 

 

L’apoptose est caractérisée par une forte diminution du volume cellulaire, avec une 

importante condensation du cytoplasme. Cette réduction résulte d’une perte d’eau et 

d’électrolytes (Yu et al., 1997), conséquence de l’inhibition du co-transporteur Na+/K+/Cl-. La 

condensation cytoplasmique est associée à une désorganisation du cytosquelette qui se 

manifeste par l’apparition de bourgeons membranaires appelées «blebbs». 
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L’activation des caspases est un des facteurs intervenant dans la désorganisation du 

cytosquelette de la cellule, suite au clivage de molécules telles que la gelsodine et la fodrine, 

molécules responsables de la structuration du cytosquelette (Earnshaw et al., 1999). 

Les transglutaminases, dont l’activité dépend du calcium, interviennent également dans la 

condensation du cytoplasme en catalysant la formation de ponts protéiques entre les résidus 

lysine et glutamine, formant ainsi des complexes insolubles (Fesus et al., 1987). A ce stade, 

dans le cytoplasme, il existe une structure rigide constituée de protéines « transglutaminées ». 

La cellule apoptotique perd alors tout contact avec les cellules voisines. 

La formation de bulles cytoplasmiques est probablement précédée par l’apparition, à la 

périphérie de la cellule, d’un chapelet de vésicules issues de la destructuration des membranes 

(Feldmann, 1999). 

 

III.2. Organites intracellulaires 

 
Une relocalisation des organites cytoplasmiques est observée : les mitochondries 

intactes se regroupent autour du noyau alors que dans certaines cellules comme l’hépatocyte, 

le réticulum endoplasmique semble se déplacer vers la périphérie de la cellule. Les ribosomes 

sont toujours présents à la surface du réticulum endoplasmique même quand des fragments de 

celui-ci se retrouvent dans des bulles cytoplasmiques (Feldmann, 1999). 

Dans la plupart des inductions de l’apoptose, la première perturbation cellulaire 

détectable est une chute (ou dissipation) du potentiel transmembranaire mitochondrial (Petit et 

al., 1995). Celle-ci est observée bien avant les altérations nucléaires et les modifications de la 

membrane plasmique : la mitochondrie joue un rôle important dans l’apoptose. 

L’équipe de Nicotera a démontré que la survenue de l’apoptose était dépendante de la 

conservation du « pool » d’ATP cellulaire (Leist et al., 1997), ce qui implique un maintien de 

l’intégrité, au moins dans les stades précoces de l’apoptose. 

 

III.3. Noyau 

 

L’activation des caspases est un des facteurs intervenant dans la désorganisation de 

la membrane nucléaire suite au clivage de molécules telles que les lamines. Ces caspases 

clivent aussi la PARP (Poly(ADP-ribose) polymérase), permettant ainsi la fixation sur l’ADN 

du domaine de liaison à l’ADN de PARP libéré ; ce qui empêche toute réparation (Del Bello 

et al., 2004) 
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Le nucléole se transforme en un amas granuleux homogène. La diminution du volume 

nucléaire est liée à une condensation de la chromatine autour de la membrane nucléaire. 

La marginalisation chromatinienne est suivie d’une pycnose chromatinienne (Earnshaw, 

1995). La chromatine n’est plus localisée à la périphérie du noyau, mais elle se condense en 

de volumineux agrégats occupant une grande partie de la matrice nucléaire. Cette dernière 

forme ensuite un large croissant ou un anneau dense parfois complet. 

Il se produit aussi des modifications de la membrane nucléaire qui se sépare des agrégats 

chromatiniens avant la fragmentation du noyau (Earnshaw, 1995 ; Stuppia et al., 1996). 

Au cours de la condensation chromatinienne, il existe deux sortes de fragmentation de l’ADN, 

celle de haut poids moléculaire et celle de petit poids moléculaire : 

- Les fragments d’ADN de haut poids moléculaire sont de l’ordre de 50 Kpb à 300 Kpb 

(Oberhammer et al., 1993). 

- Les fragments d’ADN de petits poids moléculaire sont obtenus par clivage 

internucléosomal et sont de l’ordre de 150 à 200 pb (Wyllie, 1980 ; Kaufmann et al., 2000). 

Ces deux types de fragmentations dépendent du type cellulaire et de la nature du stimulus. 

 

III.4. Membrane cytoplasmique 

 

La cellule en apoptose perd le contact avec les cellules voisines et/ou la matrice 

extracellulaire. Il est probable que ce phénomène s’accompagne d’altérations des jonctions, en 

particulier au niveau des desmosomes et des protéines d’adhésion, comme les intégrines, 

confirmant ainsi leur rôle prédominant dans l’apoptose (Meredith & Schwartz, 1997). 

Une des premières modifications caractéristiques de l’apoptose, est le changement de 

polarité membranaire, c’est-à-dire la translocation des résidus phosphatidylsérines du feuillet 

interne vers le feuillet externe de la bicouche phospholipidique (Savill & Fadok, 2000). 

L’exposition de ces résidus sur le feuillet externe est essentielle pour l’élimination des corps 

apoptotiques in vivo. Ils contribuent efficacement à la reconnaissance et à la phagocytose des 

corps apoptotiques, issus du bourgeonnement cellulaire, par les macrophages (phagocytes 

primaires) ou par les cellules environnantes (phagocytes secondaires). Cette phagocytose 

évite ainsi tout déversement du contenu cellulaire dans le milieu environnant et par 

conséquent évite la réaction inflammatoire. In vitro, en l’absence de phagocytose, les corps 

apoptotiques finissent par éclater : on parle alors d’apoptose secondaire (ou encore de nécrose 

secondaire). 
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IV. Phases et mécanismes généraux de l’apoptose 

 

Les mécanismes du processus apoptotique se caractérisent par des cascades de 

signaux moléculaires. Ces mécanismes constituent des programmes apoptotiques performants, 

présents dans la plupart des types cellulaires : ils peuvent être initiés par une variété de 

signaux intra- ou extra-cellulaires. L’activation de la voie de transduction du signal pro-

apoptotique dépend du type cellulaire et d’éléments sub-cellulaires de chaque stress. Mais 

quelles que soient les voies de transduction en amont, celles-ci convergent toujours vers une 

voie finale effectrice commune (Thompson, 1995). 

L’apoptose peut être classiquement décrite en trois phases (Figure 7) : 

• la phase d’initiation (ou de signalisation), réversible, au cours de laquelle les 

modifications morphologiques ne sont pas encore visibles ; cette phase se caractérise par des 

modifications biochimiques. Ces dernières dépendent de la nature des stimuli qui peuvent être 

physiques (pression, micro-ondes, rayonnement X ou UV…), chimiques (H2O2, étoposide, 

cisplatine, camptothécine, staurosporine…) ou encore biologiques (ligands de récepteurs 

membranaires impliqués dans la mort cellulaire…). 

Des régulateurs de l’expression génique (le facteur de transcription NF-κB : Nuclear Factor-

Kappa B), de la prolifération cellulaire (c-myc), ainsi que des récepteurs membranaires de 

mort ou des molécules impliquées dans le maintien de l’intégrité du génome (suppresseur de 

tumeur p53), vont jouer également un rôle important dans cette phase d’initiation (Rich et al., 

2000). 

• la phase de régulation (ou de décision) est commune à toutes les voies de transduction 

du processus apoptotique. Après intégration du signal initiateur, en fonction de son 

métabolisme interne et de son état de développement, la cellule prend la décision d’entrer ou 

non en apoptose. Le contrôle est effectué, le plus souvent, par la mitochondrie et un ensemble 

de protéines pro- et anti-apoptotiques (Bax et Bcl-2). 

• la phase d’exécution (ou de dégradation), irréversible, se distingue par l’activation 

d’hydrolases cataboliques comme les nucléases et les caspases. Ces enzymes sont activées et 

contrôlées par les mitochondries ainsi que par les molécules pro- et anti-apoptotiques 

mitochondriales. Les enzymes désassemblent de façon contrôlée et ordonnée les structures 

sub-cellulaires ; ces dernières entraînent les changements biochimiques et morphologiques 

caractéristiques de l’apoptose, aboutissant alors à une destruction cellulaire. 
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Figure 7 : Les trois phases du processus apoptotique 
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Nous présenterons les mécanismes de ces trois phases de la façon suivante : 

 

• Au cours de la phase d’initiation, nous aborderons les deux voies de transduction 

du signal apoptotique, appelées voie extrinsèque et voie intrinsèque (Figure 8) : 

⇒ La première voie est initiée à la surface de la cellule par des récepteurs membranaires qui 

recoivent des signaux extracellulaires. Cette voie est appelée voie extrinsèque ou voie des 

récepteurs de mort. 

⇒ La deuxième voie est induite par des signaux internes comme le stress cellulaire ou la 

perturbation métabolique, et met en jeu la mitochondrie qui occupe une place centrale dans la 

cellule. Cette voie est appelée voie intrinsèque ou voie mitochondriale. 

 

• Puis, nous détaillerons la phase de régulation basée sur une décision entièrement 

mitochondriale et contrôlée par les membres de la famille Bcl-2 pour la voie intrinsèque et qui 

peut être également, dans certain cas, une décision mitochondriale pour la voie extrinsèque. 

 

• Nous décrirons ensuite la phase d’exécution contrôlée par les caspases, qui est 

commune aux deux voies initiatrices extrinsèque et intrinsèque ; ces deux voies convergent 

vers une caspase commune (caspase-3), entraînant la dégradation de l’ADN. 

 

• Enfin, nous préciserons les autres mécanismes régulant l’apoptose (Figure 8) : 

- la voie caspase-indépendante mettant en jeu une protéine mitochondriale AIF 

(Apoptosis Inducing Factor) ; 

- le réticulum endoplasmique (RE), un compartiment cellulaire pouvant aussi 

déclencher l’apoptose en cas de stress ; 

- le suppresseur de tumeur p53, impliqué dans le maintien de l’intégrité du génome, 

jouant un rôle important dans le processus apoptotique. 
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Figure 8 : Représentation schématique des principales voies apoptotiques 
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IV.1. Phase d’initiation 

 

IV.1.1. Voie extrinsèque ou voie des récepteurs de mort 

 

La voie extrinsèque ou voie des récepteurs de mort est initiée à la surface cellulaire 

par des liaisons entre des ligands de mort extracellulaires et des récepteurs de mort 

membranaires spécifiques. Ces récepteurs sont appelés récepteurs de mort car la liaison du 

ligand sur son récepteur déclenche une cascade d’évènements qui entraine le processus 

apoptotique. Ces  récepteurs possèdent des structures communes permettant de les regrouper 

dans une seule et même famille, celle des récepteurs au TNF (Tumor Necrosis Factor) ou 

« TNF-R family » (Nagata, 1997). 

Les ligands de la super famille du TNF sont, par exemple : 

- TNFα,  

- FasL/CD95L (Fibroblast-associated Ligand),  

- DR3L (Death Receptor 3 Ligand) ou TWEAK (weak homologue of TNF), 

- TRAIL (TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand). 

 

Les récepteurs les plus décrits sont : 

- TNF-R (Tumor Necrosis Factor-Receptor),  

- Fas/CD95/Apo1, DR3 (Death Receptor 3) (ou Apo3, WSL-1, TRAMP, LARD),  

- DR4,  

- DR5 (ou Apo2, TRAIL-R2, TRICK2, KILLER), 

- DR6,  

- TRAIL R1 (Garg & Aggarwal, 2002 ; Borner, 2003). 

 

Pour illustrer la voie des récepteurs de mort, nous avons choisi de présenter les voies 

les plus représentatives et les plus décrites, telles que celles des récepteurs TNF-R, de 

Fas/CD95 et de TRAIL-R. 
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IV.1.1.1. Le récepteur de mort TNF-R et son ligand TNFαααα (ou TNF) 

 

La cascade d’évènements induite par le ligand TNF commence par sa liaison avec les 

membres de la super-famille des récepteurs TNF-R. La liaison du ligand provoque la 

trimérisation puis l’activation du récepteur. Ce dernier induit une voie spécifique à l’apoptose, 

d’où son nom récepteur de mort (Chinnaiyan et al., 1996). Toutefois, dans certains cas, ce 

récepteur TNF-R induit une voie tendant vers la prolifération, la survie ou la différenciation 

cellulaire (Arch & Thompson, 1999 ; Locksley et al., 2001). 

Les membres de la famille du récepteur TNF-R sont des protéines transmembranaires dont 

l’extrémité N-terminale est orientée vers le milieu extracellulaire (Nagata, 1997). Ce domaine 

extracellulaire contient deux à six régions riches en acide aminé cystéine ; ces régions 

permettent la liaison au ligand (Smith et al., 1994). 

 

Plus de 20 membres de la famille des récepteurs TNF-R ont été identifiés, et classés 

suivant deux voies d’activation (Figure 9) :  

• Voie d’activation du récepteur TNF-R1 (ou p55/p60) qui induit le processus apoptotique : 

� Ces récepteurs possèdent dans leur structure intracellulaire un domaine de mort 

DD (Death Domain) : ils permettent la transmission d’un signal apoptotique par 

activation des caspases (cas des récepteurs TNF-R1 et Fas/CD95) (Figure 9). 

• Voie d’activation du récepteur TNF-R2 (ou p75/p80) qui induit la survie, la 

différenciation et la prolifération : 

� Ces récepteurs ne possèdent pas de domaine de mort intracellulaire. 

 

Les signaux de survie ou de mort induits par l’un ou l’autre des récepteurs dépend du 

recrutement des différent types de molécules adaptatrices en aval. 
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Figure 9 : Représentation schématique des voies d’activation des récepteurs TNF-

R1, TNF-R2 et Fas/CD95 

D’après Gupta et al., 2003.   (DD=Death Domain : apoptose) 
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(RIPK1 Domain containing Adapter with DD), qui elle-même recrute (Figure 10). Ces 

protéines adaptatrices possèdent des domaines effecteurs de mort DED (Death Effector 

Domain) (comme TRADD) qui reconnaissent et fixent les DED des caspases initiatrices, 

notamment ceux des pro-caspases-8 et -10, et des domaines effecteurs de mort CARD 

(Caspase Recruitment Domain) (comme RAIDD) qui reconnaissent et fixent les CARD des 

caspases initiatrices, notamment ceux des pro-caspases-2. Ces protéines adaptatrices et ces 

caspases forment ainsi le casposome ou le complexe de signalisation de la mort induite, DISC 

(Death-Inducing Signalling Complex). Pendant la formation du DISC, la pro-caspase-8 est 

clivée et convertie en caspase-8 active qui sera libérée du DISC. La caspase-8 clive la 

protéine Bid (membre pro-apoptotique de la famille Bcl-2) qui stimule alors la mitochondrie 

et la voie intrinsèque (Luo et al., 1998) ( § IV.3.). La caspase-8 active clive aussi les caspases 

effectrices -3, -6 et –7, permettant l’amplification du signal apoptotique. Les caspases 

effectrices, principalement la caspase-3, clivent de nombreux substrats provoquant ainsi 

l’apoptose. La voie de la caspase-8 peut être bloquée par des inhibiteurs de caspases tels que 

FLIPs (FLICE Inhibitory Protein) (Ekert et al., 1999), molécules homologues des caspases, 

qui contiennent un domaine DED et se lient à FADD, empêchant ainsi l’activation de la 

caspase-8. 

Cette voie de signalisation des récepteurs de mort peut aussi intervenir dans les 

lymphocytes T pour induire un signal de survie par recrutement d’autres molécules 

adaptatrices. En effet, il a été montré que le récepteur TNF-R1 induisait aussi des signaux de 

survie par recrutement de certaines molécules adaptatrices telles que TRAF-2 (Figure 10). Le 

mécanisme par lequel se fait le changement de voie (entre mort et survie) dans ce type 

cellulaire est encore mal connu. 
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Figure 10 : Représentation schématique des voies de signalisation de l’apoptose 

dûes aux récepteurs de mort TNF-R1 et TNF-R2 
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IV.1.1.1.2. Voie médiée par le récepteur TNF-R2 
 

La voie de signalisation mettant en jeu le récepteur TNF-R2 permet le recrutement 

des molécules TRAF-1 et TRAF-2, au niveau de la partie cytoplasmique du récepteur ne 

possédant pas de domaines DD (Figure 10). Le lien de TRAF-2 à la protéine RIP (Receptor 

Interactive Protein) permet l’activation du facteur de transcription NF-κB. Ce dernier est un 

répresseur de l’apoptose (Liu ZG et al., 1996 ; Beg & Baltimore, 1996) et provoque le 

maintien de la survie à la fois par prolifération et par différenciation cellulaire (Garg & 

Aggarwal, 2002). 

Le TNF-R2 peut réguler TNF-R1 par transcription ; TNF-R1 recrute alors les molécules 

TRAF2 (TNF-Receptor-Associated Factor 2) et RIP (Figure 10 ���➤). Ces molécules 

adaptatrices conduisent à l’activation des MAPK (Mitogen-Activated Protein kinase) jusqu’à 

la kinase JNK (c-Jun N-terminal kinase) ou à l’activation du facteur de transcription NF-κB 

(Nuclear Factor-Kappa B) par l’intermédiare de la kinase I-κB (Inhibitor of NF-kappa B 

Kinase). Si le facteur de transcription NF-κB est un répresseur de l’apoptose, les MAPK 

peuvent inhiber (Darnay & Aggarwal, 1997) ou activer l’apoptose (Ichijo et al., 1997). 

Toutefois, Lin et al (1999) ont démontré que RIP pourrait être un substrat de la caspase-8 lors 

de l’apoptose induite par le TNF et bloquerait l’activation de NF-κB. Dans ce cas, RIP joue 

dans cette signalisation un rôle opposé, c’est-à-dire pro-apoptotique. RIP serait aussi capable 

de recruter RAIDD (RIP-K1 Domain containing Adaptor with Death Domain) ; en effet, dans 

certains types cellulaires, cette protéine RAIDD contient un domaine CARD (CAspase 

Recruitment Domain) lui permettant d’intéragir avec la caspase-2. Cette dernière, comme la 

caspase-8, clive la protéine Bid, qui elle même provoque le relargage des facteurs 

apoptogènes mitochondriaux ; ainsi, la caspase-2 induit l’apoptose (Ashe & Berry, 2003). 

Si il est admis que le récepteur TNF-R2 joue un rôle dans la survie cellulaire, il 

pourrait également réguler l’apoptose et jouer un rôle dans la régulation des signaux de mort 

induits par le récepteur TNF-R1 (Grell et al., 1999 ; Gupta, 2003). Ainsi, selon Gupta, la voie 

d’activation du récepteur TNF-R2 ne pourrait pas être strictement caractérisée par le terme de 

survie cellulaire mais aussi par celui d’apoptose. Toutefois, pour induire l’apoptose, le 

récepteur TNF-R2 est obligé de passer par la voie des caspases et donc, via le récepteur TNF-

R1. 
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IV.1.1.2 Le récepteur de mort Fas/CD95 et son ligand FasL/CD95L 

 

Il existe un autre récepteur de mort bien connu, impliqué dans la voie extrinsèque, le 

récepteur Fas/CD95 et son ligand FasL/CD95L (Figures 9 et 11). La transmission du signal 

apoptotique par le ligand FasL/CD95L passe par la formation du complexe multiprotéique 

DISC formé, ici, par l'agrégation du récepteur Fas/CD95, de la protéine FADD et de la pro-

caspase-8. FADD possède un domaine de mort (DD) homologue à celui du récepteur 

Fas/CD95 ; ce domaine permet leur association (Boldin et al., 1995). A son autre extrémité N-

terminale, FADD possède un DED indispensable au recrutement et à l'activation de la 

caspase-8 et, de ce fait, une protéine FADD possédant un domaine DED tronqué ne peut 

induire l'activation de l'apoptose (Chinnaiyan et al., 1996). Après le recrutement de FADD et 

de la pro-caspase-8, la formation d'oligomères de pro-caspase-8 suffit à activer son auto-

protéolyse : la sous-unité catalytique de la caspase-8 est alors libérée dans le cytoplasme 

(Martin et al., 1998 ; Salvesen & Dixit, 1999) (Figure 11). 

L'importance de la voie mitochondriale a été récemment démontrée dans la mort 

induite par le récepteur Fas/CD95 (Fulda et al., 1998). Un membre de la famille de Bcl-2, la 

protéine Bid (Luo et al., 1998), constitue un des liens entre la voie du récepteur Fas/CD95 et 

la voie mitochondriale (Li et al., 1998). La protéine Bid tronquée, t-Bid, issue du clivage par 

la caspase 8, est transférée du cytoplasme à la mitochondrie. En se liant à la protéine Bax (un 

autre membre pro-apoptotique de la famille Bcl-2) présente sous forme monomérique dans le 

cytosol, t-Bid induit l'oligomérisation de Bax et son intégration dans la membrane externe 

mitochondriale. Cette liaison Bax/Bid entraîne l'ouverture de mégapores mitochondriaux à 

l'origine de la chute du potentiel transmembranaire mitochondrial ; cette ouverture permet la 

libération du cytochrome c (Eskes et al., 2000), ainsi que d’autres facteurs apoptogènes (AIF, 

Smac/Diablo, Omi/HtrA2, Endo G, caspase-2, -3, -9). Cette ouverture des pores 

mitochondriaux entraîne aussi la formation de l’apoptosome et l’activation de la caspase-9 qui 

activera la caspase-3 (Li et al., 1998). 
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Figure 11 : Représentation schématique de la voie de signalisation de l’apoptose due 

au récepteur Fas/CD95 
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L’activation de la voie apoptotique en aval du récepteur Fas/CD95 a permis de 

distinguer deux types de cellules (Scaffidi et al., 1998) (Figure 11) : 

• Les cellules de type I induisent l’apoptose uniquement via l’activation des caspases 

-8 et -3 et sont indépendantes d'une activité apoptotique via la mitochondrie. Dans ce 

processus, la caspase-8 active par clivage la caspase-3, caspase effectrice conduisant 

inéluctablement vers une mort apoptotique (Slee et al., 1999). Il est à noter que la caspase-8 

est essentielle à la mort cellulaire induite par le récepteur Fas/CD95 (Varfolomeev et al., 

1998). 

• Dans les cellules de type II, l'activation de la voie apoptotique mitochondriale est 

indispensable. A ce jour, aucun argument, hormis la quantité de caspase-8 recrutée et clivée 

au niveau du DISC (faible dans les cellules de type II et importante dans les cellules de type 

I), ne permet d'expliquer, suite à l’activation du récepteur Fas/CD95, le choix entre la voie 

mitochondriale ou la voie caspase dépendante (Scaffidi et al., 1999). 

 

Dans la mort induite par le récepteur Fas/CD95, l'identification des cellules de type I 

ou de type II dépend du rôle des membres de la famille Bcl-2 (§ IV.2.). 

Les protéines de la famille Bcl-2 ne joueraient aucun rôle dans la mort induite par le récepteur 

Fas/CD95 dans les cellules de type I où une activation directe des caspases est suffisante. En 

revanche, dans des cellules de type II pour lesquelles une amplification du signal d'activation 

via la voie mitochondriale est nécessaire, la mort induite par le récepteur Fas/CD95 serait 

modulée par des protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 (Scaffidi et al., 1998). 

 

IV.1.1.3 Le récepteur de mort TRAIL-R et son ligand TRAIL 

 

Parmi les membres de la famille du récepteur TNF-R (ou « TNF-R familly »), il 

existe d’autres ligands dont TRAIL (TNF-Related-Apoptosis-Inducing-Ligand) ou Apo2L. 

Par fixation sur son récepteur de mort spécifique TRAIL-R, le ligand TRAIL induit 

l’apoptose principalement dans des lignées cellulaires tumorales, et pas dans les cellules 

normales. Ce ligand TRAIL est exprimé de manière importante dans un grand nombre de 

tissus. Il existe quatre membres de récepteurs TRAIL-R 1 à 4, qui seraient capables d’induire 

différents signaux, apoptotiques ou non, en fonction du type cellulaire (MacFarlane, 2003). 

Les voies de signalisation induites par le ligand TRAIL sont similaires à celles induites par les 

ligands TNFα ou FasL/CD95L. 
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IV.1.2. Voie intrinsèque ou voie mitochondriale 

 

Il convient de rappeler les fonctions physiologiques de la mitochondrie avant de 

présenter son rôle au cours de l’apoptose. 

 

IV.1.2.1. Fonctions physiologiques de la mitochondrie dans la cellule 

 

En 1890, Altmann découvrit un ensemble d’organites intra-cytoplasmiques, 

différents au niveau de leur forme et de leur nombre, mais semblables au niveau structural : ce 

« bioplaste » fut baptisé chondriome (du grec chodrion « petit grumeau ») par Meves en 1908, 

puis mitochondrie par la suite. Les mitochondries seraient apparues il y a 1,5 milliard 

d’années par association symbiotique entre leur « ancêtre », une cyanobactérie et un proto-

eucaryote (Dyall & Johnson, 2000). Elles possèdent une série de caractéristiques qui reflètent 

leur origine endosymbiotique avec une double membrane délimitant deux compartiments : la 

matrice et l’espace intermembranaire. La mitochondrie comporte également un génome 

circulaire et des systèmes propres de transcription-traduction. La membrane interne (MI) 

sépare la matrice de l’espace intermembranaire et la membrane externe (ME) sépare l’espace 

intermembranaire du cytoplasme (Figure 12). 

Le nombre, la taille et la position des mitochondries dépendent du type cellulaire et reflètent 

les besoins énergétiques de la cellule. 

La principale fonction des mitochondries est de produire de l’énergie, toutefois elle 

génére des espèces réactives de l’oxygène (ROS) et permet aussi la régulation de l’apoptose. 

La mitochondrie génère l’énergie sous forme d’ATP (Adénosine Tri-Phosphate) grâce au 

processus de phosphorylation oxydative qui a lieu au niveau de la MI. Dans les conditions 

physiologiques, la MI est quasi imperméable. Au cours de la phosphorylation oxydative, des 

électrons sont générés à partir du NAD (Nicotinamide Adénine Dinucléotide), produit par 

l’oxydation des nutriments. Ces électrons sont ensuite transférés à l’oxygène moléculaire par 

une série de quatre complexes enzymatiques : NADH déshydrogénase (I), succinate 

déshydrogénase (II), cytochrome bc1 (III) et cytochrome c oxydase (IV). Ces différents 

complexes sont tous présents dans la membrane interne de la mitochondrie. Le passage des 

électrons entre ces complexes produit de l’énergie qui est utilisée pour expulser des protons 

H+ de la matrice vers l’espace intermembranaire. Ce couplage chimio-osmotique crée un 

gradient électrochimique (∆Ψ) que l’on appelle aussi potentiel transmembranaire, positif et 

acide du côté externe de la membrane interne, et négatif dans la matrice. L’existence du 
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potentiel transmembranaire mitochondrial (∆Ψm) autorise une diffusion facilitée et spontanée 

de H+ de la matrice par le canal F0 de la F1F0 ATPase (ATP synthase, complexe V). Ce flux de 

protons est utilisé par ce complexe pour fabriquer de l’ATP qui est exporté en échange d’ADP 

par le translocateur nucléotidique à adénine, ANT (Adenine Nucleotide Translocator, 

complexe VI) ; ce dernier fonctionne comme un antiport. 

La phosphorylation oxydative est la principale source de ROS (anion superoxide O2
-, 

peroxyde d’hydrogène H2O2, radical hydroxyl OH
·
) qui sont des radicaux libres impliqués 

dans l’apoptose, engendrant ainsi des dommages oxydatifs des lipides, des protéines et de 

l’ADN (Hanson & Clegg, 2002). 

Bien qu’elle est un rôle essentiel dans la production d’énergie pour la cellule, il est clairement 

décrit aujourd’hui que la mitochondrie est un des acteurs principaux de l’apoptose (Green & 

Kroemer, 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12 : La chaîne de respiration mitochondriale 
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IV.1.2.2. Rôle de la mitochondrie dans le processus apoptotique 

 

Certains auteurs tels que Kroemer et coll., en 1997, décrivent la mitochondrie comme 

le centre des phénomènes apoptotiques qui fonctionnent selon un modèle triphasique 

comprenant : 

- une phase d’initiation ou d’induction au cours de laquelle les signaux inducteurs d’apoptose 

convergent vers la mitochondrie ; 

- une phase de régulation ou de décision contrôlée par les membres de la famille de protéines 

Bcl-2 entraînant la perméabilisation des membranes mitochondriales (MMP) et la libération 

de facteurs apoptogènes (sIMPs, soluble Intermembrane Mitochondrial Proteins) ; 

- une phase d’exécution ou de dégradation mettant en jeu les caspases et DNases qui 

dégraderont de nombreux constituants cellulaires (Green & Kroemer, 1998) (Figure 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13 : Modèle de la cascade apoptotique impliquant la mitochondrie 

       (D’après Jacotot et al., 2000) 
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IV.1.2.2.1. Potentiel transmembranaire mitochondrial (∆∆∆∆ΨΨΨΨm) 
 

Avant d’expliquer l’importance du ∆Ψm dans le processus apoptotique, il convient de 

rappeler ce qu’est un potentiel. 

Un gradient de protons existe à travers la membrane interne (MI) des mitochondries 

et il est couplé à l’activité de la chaîne respiratoire (Murphy & Brand, 1987). Ce gradient 

comporte deux composantes : un potentiel de membrane (∆Ψ) et un gradient de pH (∆pH). 

L’énergie stockée sous forme de ∆pH ou de ∆Ψ, contrôle la synthèse de l’ATP par le 

complexe enzymatique F1F0 ATPase ; celui-ci fonctionne comme une pompe à proton 

(Mitchell, 1979). Il est couramment admis que les mitochondries des cellules de mammifères 

expriment l’essentiel du gradient électrochimique principalement par un potentiel de 

membrane (∆Ψ) (environ 180 mV) et par un faible gradient de pH (de l’ordre de 60 mV). 

En commençant par des mitochondries désénergisées (Figure 14A), l’initiation de la 

respiration (Figure 14B) donne naissance à un fort ∆Ψ et un faible ∆pH. Dans un milieu 

contenant une molécule X, si cette dernière perturbe le ∆Ψ, elle le fait chuter 

systématiquement mais permet simultanément l’existence d’un fort ∆pH (Figure 14C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Représentation schématique de la chute du ∆Ψm 
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La première perturbation cellulaire détectable au cours du processus apoptotique est 

une chute du potentiel transmembranaire mitochondrial (∆Ψm) Dans le cas où l’apoptose se 

fait via la mitochonrie. Elle se produit bien avant l’exposition des phosphatidylsérines au 

niveau de la membrane cellulaire, la fragmentation de l’ADN, l’activation de la cascade des 

caspases et l’activation des endonucléases (Kroemer et al., 1997). A la suite de la chute du 

∆Ψm, la mitochondrie libère des protéines apoptogènes séquestrées dans l’espace 

intermembranaire mitochondrial, parmi lesquelles la protéine AIF (Apoptosis Inducing 

Factor), le Cyt-c (cytochrome c), Smac/Diablo (Second Mitochondrial Activator of Caspases 

or Direct IAP Binding Protein with Low pI), Omi/HtrA2, les procaspases-2, -3, -8 et -9, et 

l’Endo G (endonucléase G) (Parone et al., 2002 ; Antonsson, 2004) (Figure 15B). 

 

IV.1.2.2.2. Perméabilisation des membranes mitochondriales 
 

De nombreuses études concernant les mécanismes de relargage des protéines 

mitochondriales apoptogènes se sont surtout focalisées sur le relargage du Cyt-c (Parone et 

al., 2002). Le mécanisme exact de ce relargage n’est pas encore tout à fait connu mais 

plusieurs hypothèses sont proposées. On sait aujourd’hui que les membres de la famille de 

protéines Bcl-2 sont capables de former des canaux dans les membranes lipidiques : ils ont 

donc été les premiers candidats désignés pour la formation de pores dans la membrane externe 

(ME) mitochondriale afin de permettre la libération du Cyt-c. Plusieurs études ont montré que 

les protéines pro-apoptotiques Bax et Bak pouvaient s’insérer dans la membrane 

mitochondriale et former des oligomères avec des pores assez larges pour permettre le 

passage du Cyt-c (Korsmeyer et al., 2000). Ceci a été démontré sur des liposomes et des 

mitochondries isolées, où l’incubation avec les protéines pro-apoptotiques Bax, Bad, Bim ou 

Bid déclenche une perméabilisation des membranes mitochondriales. Bax et Bid s’associent 

pour former des pores au niveau de la ME mitochondriale, tout comme Bad avec Bim. 

D’autres membres anti-apoptotiques de la famille Bcl-2, comme Bcl-2, sont capables 

d’empêcher le relargage du Cyt-c en interférant avec Bax et Bak dans la formation des pores 

(Borner, 2003). 

 



 78 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15 : La mitochondrie au cours du processus apoptotique 

A : Chute du potentiel transmembranaire et mécanismes de perméabilisation  

des membranes mitochondriales 

B : Libération des molécules apoptogènes 
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s’effectuer par liaison directe avec un lipide ou une protéine membranaire, ou bien par un 

changement conformationnel lui permettant d’une part son ancrage à la membrane 

mitochondriale et d’autre part la formation d’un pore assez large pour autoriser la sortie du 

Cyt-c (Borner, 2003). 
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• Une autre hypothèse décrit une oligomérisation de Bax dans la ME mitochondriale 

(Borner, 2003) (Figure 15A-2). En effet, une mutation au niveau du domaine 

d’oligomérisation de Bax ou de Bak inhiberait leur fonction pro-apoptotique (Antonsson & 

Martinou, 2000). Ainsi, la multimérisation de Bax pourrait favoriser son changement 

conformationnel et favoriser la sortie du Cyt-c. 

• Bax pourrait également se lier à des canaux déjà présents à la surface de la ME 

mitochondriale (Figure 15A-4). Le pore de transition de perméabilité ou PTPC (Permeability 

Transition Pore Complex) est un complexe polyprotéique localisé au point de contact entre les 

membranes mitochondriales interne et externe (Loeffler & Kroemer, 2000). Les principaux 

composants de ce complexe, qui pourraient varier en fonction du type cellulaire ou de l’état 

physiologique, sont le translocateur ANT, la porine ou VDAC (Voltage-Dependent Anion 

Channel), protéine la plus abondante de la ME mitochondriale, une hexokinase (HK) et la 

cyclophiline D (Cyp D) (Zamzami & Kroemer, 2001). La chute du ∆Ψm serait la conséquence 

de l’ouverture du PTPC ; en effet la liaison de Bax avec PTPC régulerait la taille du pore pour 

permettre la sortie de molécules d’un poids moléculaire supérieur à 1,5 KDa comme le Cyt-c 

(15 KDa), l’AIF (57 KDa), Smac/Diablo (29 KDa) et Omi/HtrA2 (49 KDa) (Borner, 2003). 

• Le VDAC pourrait former un pore lipidique sous l’influence de la protéine Bax 

fixée à VDAC, et ainsi favoriser la sortie du Cyt-c. Ce pore indépendant s’apparente au PTPC 

et conduit à la dissipation du gradient de proton et au gonflement de la matrice (Fig. 15A-5). 

• La fermeture de VDAC permettrait l’altération de l’échange ATP/ADP (Vander 

Heiden et al., 1999) (15A-3). Dans les conditions normales, les protons qui accèdent à 

l’espace intermembranaire (grâce au couplage chimio-osmotique) retournent dans la matrice 

via F1F0 ATPase. Lorsque le VDAC se ferme, l’ADP n’entre plus dans la mitochondrie ; la 

F1F0 ATPase ne fonctionne plus et les protons s’accumulent dans l’espace intermembranaire. 

Cela entraîne une perturbation générale du métabolisme mitochondrial qui déclenche le 

gonflement de la matrice et la production de ROS. La protéine Bcl-XL pourrait interagir avec 

le VDAC et le maintenir ouvert prévenant ainsi le dysfonctionnement mitochondrial et 

l’apoptose (Vander Heiden et al., 1999). 

• La sortie du Cyt-c pourrait être aussi due à la rupture des membranes 

mitochondriales laissant sortir également les molécules apoptogènes (Figure 15A-6). 

 

Même si les mécanismes de perméabilisation des membranes mitochondriales ne 

sont pas encore clairement définis, les molécules mitochondriales apoptogènes s’échappent de 

la mitochondrie à la suite de la chute du potentiel transmembranaire. 
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IV.1.2.2.3. Libération des molécules apoptogènes 
 

Selon Kroemer, la mitochondrie est comparable à la boîte de Pandore, où, suite au 

déséquilibre ionique et à la chute du potentiel transmembranaire mitochondrial, la 

mitochondrie libère les protéines apoptogènes (ou sIMPs) qui ont pour fonction d’induire la 

mort cellulaire (Figure 15B). 

Le cytochrome c est codé par un gène nucléaire qui est transcrit puis traduit dans le 

cytoplasme en un précurseur, l’apo-cytochrome c, incapable de participer au processus 

apoptotique. Ce précurseur est ensuite transporté dans la mitochondrie où il est transformé en 

une protéine globulaire par une cytochrome c lyase, qui catalyse l’attachement du précurseur 

à un noyau hème par des liaisons covalentes. On l’appelle alors holo-cytochrome c ; celui-ci 

est séquestré dans l’espace intermembranaire mitochondrial où il permet le transport 

d’électrons entre les complexes III et IV de la chaîne respiratoire mitochondriale (Ravagnan et 

al., 2002) (Figure 11). En 1996, Liu et al. ont observé que l’holo-cytochrome c est 

indispensable à l’activation de la caspase-3 dans un système a-cellulaire. D’autres équipes ont 

démontré ensuite que le relargage du Cyt-c et l’activation de la caspase-3 sont bloqués par la 

protéine anti-apoptotique Bcl-2 (Kluck et al., 1997 ; Yang et al., 1997). Aujourd’hui, il est 

clairement établi qu’à la suite d’un stimulus apoptotique, Bax stimule la sortie du Cyt-c par un 

pore de la mitochondrie. Ainsi le Cyt-c transloque de la mitochondrie vers le cytoplasme de la 

cellule, où il s’associe à l’APAF-1 (Apoptosis-Protease Activating Factor-1) pour former un 

complexe protéique : l’apoptosome (Figure 16). Le cytochrome-c se lie au domaine C-

terminal de l’APAF-1 dans une région riche en motifs répétés WD (W=tryptophane et 

D=acide aspartique), connus pour être impliqués dans les interactions protéines-protéines 

(Neer et al., 1994). Ces interactions facilitent la fixation de l’ATP par l’APAF-1 qui se 

dimérise par attachement de ces domaines N-terminaux. La fixation du Cyt-c et de l’ATP 

provoque l’oligomérisation et un changement conformationnel de l’APAF-1 qui 

s’accompagne du recrutement de la pro-caspase-9 ; cette dernière est aussi libérée par la 

mitochondrie (Figure 16) (Ravagnan et al., 2002). La pro-caspase-9 se lie aux domaines 

CARD (CAspase Recruitment Domain) de l’APAF-1, ce qui provoque l’activation de la 

caspase-9 (Figure 16). L’importance de ce complexe chez les mammifères a été montrée par 

des études génétiques chez la souris où des animaux déficients en Cyt-c ont une surproduction 

de cellules neurales, due à un déficit d’apoptose, se traduisant alors par une mort prénatale ou 

périnatale. Les cellules dérivées de ces animaux déficients en Cyt-c ont une activité caspase-3 

réduite. Dans ce cas, la formation de l’apoptosome ne semble pas indispensable ni à la 
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formation du système immunitaire ni à l’activation des caspases, mais il peut constituer une 

boucle d’amplification (c’est-à-dire un effet feed-back) de la cascade apoptotique (van Gurp 

et al., 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 : Formation de l’apoptosome suite à la libération du cytochrome c 
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L’ Apoptosis Inducing Factor (AIF) a été identifié en 1996 par Susin. La protéine 

AIF est synthétisée sous la forme d’un précurseur de 67 KDa constitué de trois domaines 

protéiques : la région N-terminale qui contient un domaine de localisation mitochondriale, un 

domaine central et un domaine C-terminal homologue à celui des NAD-oxydo-réductases 

bactériennes, portant deux domaines de localisation nucléaire (Figure 17). Une fois le 

précurseur introduit dans la mitochondrie, il est clivé et libère son domaine N-terminal, 

donnant naissance à la protéine mature : une flavoprotéine de 57 KDa. Cette flavoprotéine a 

une fonction duale de NAD(P)H oxydase et monodéhydroascorbate réductase mitochondriale, 

ce qui lui confère le rôle de facteur apoptogène. Son activité oxydo-réductase n’est pas 

essentielle à sa fonction apoptotique (Ye et al., 2002). 
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Figure 17 : Structure schématique du précurseur de la protéine AIF et de sa forme 

mature dans la mitochondrie 
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Après un stimulus apoptotique, l’AIF est libéré par la mitochondrie (Figure 18), 

transloque dans le noyau des cellules en apoptose, induit une condensation de la chromatine et 

segmente l’ADN en fragments de hauts poids moléculaires (50 Kpb) (Ravagnan et al., 2002). 

En 2002, Ye a déterminé par cristallographie, la structure de l’AIF et a mis en évidence une 

région fortement positive à sa surface, suggérant une interaction directe de l’AIF avec l’ADN. 

Le mécanisme d’action de l’AIF est encore mal connu mais sa liaison à l’ADN pourrait, d’une 

part entraîner un changement conformationnel de la chromatine, dont la désorganisation 

aboutirait à des cassures, et pourrait d’autre part augmenter sa sensibilité aux nucléases 

induisant ainsi, via un mécanisme indépendant des caspases, la dégradation partielle de la 

chromatine. L’interaction de l’AIF avec l’ADN est indispensable à sa fonction apoptotique. 

Au cours du processus apoptotique, la translocation de l’AIF, de la mitochondrie au noyau, 

est une action essentielle observée dans les cellules humaines ou de souris. 

La surexpression de Bcl-2 empêche la redistribution de l’AIF dans des lignées cellulaires de 

mammifères (Susin et al., 1997). Effectivement, la protéine Bcl-2 contrôle l’ouverture des 

pores mitochondriaux, qui se fait en présence de Bax (dimère Bax/Bcl-2). 

Il a été démontré que lorsque AIF est micro-injecté dans le cytoplasme de cellules intactes, il 

induit la chute du potentiel mitochondrial membranaire, l’exposition des phosphatidylsérines 

à la surface de la membrane plasmique et des modifications nucléaires (Ferri et al., 2000). Ces 

mêmes effets sont obtenus dans des cellules transfectées par un mutant AIF accumulé dans le 

noyau des cellules qui ne possède pas de signal de localisation mitochondriale. En revanche, 

dans ce cas, ces effets ne sont pas inhibés par une surexpression de Bcl-2 ou des inhibiteurs de 

caspases. Le fait, que AIF micro-injecté dans le cytoplasme de cellules intactes induise la 

chute du potentiel mitochondrial membranaire, exprime un effet amplificateur apoptotique de 

l’AIF sur la mitochondrie. 

L’AIF provoque l’apoptose dans les cellules déficientes en APAF-1 ou en caspase-3 (Loeffler 

et al., 2001). 

La protéine Hsp 70 (Heat Shock Protein) a été décrite récemment comme un inhibiteur 

endogène de l’AIF, in vitro et in vivo (Ravagnan et al., 2002). 

 

Smac/Diablo : Smac (Du et al., 2000) et Diablo (Verhagen et al., 2000) sont une 

même protéine mitochondriale libérée lors de l’apoptose (Figures 15B et 18). La libération du 

Cyt-c et la formation de l’apoptosome ne sont pas les seuls mécanismes aboutissant à la 

cascade des caspases. Cette protéine, synthétisée sous la forme d’un précurseur de 29 KDa, 

est transloquée du cytoplasme vers la mitochondrie grâce à son domaine N-terminal qui  



 84 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18 : La voie mitochondriale ou voie intrinsèque 
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possède un signal de localisation mitochondriale. Ce précurseur est ensuite clivé pour donner 

naissance à une protéine mature de 23 KDa. En réponse à différents stimuli apoptotiques, la 

protéine Smac/Diablo mature est relarguée dans le cytosol où elle agit comme un inhibiteur 

des IAPs (Inhibitor of Apoptosis Proteins). 

Les IAPs cellulaires ont pour fonction de bloquer l’activation des pro-caspases et ainsi 

d’inhiber l’activité des caspases matures. En effet, Smac/Diablo forme un dimère en se liant à 

XIAP (membre de la famille des IAPs) ; ce dimère empêche la liaison de XIAP aux caspases 

et ainsi leur inactivation (Ravagnan et al., 2002). La famille des IAPs est caractérisée par la 

présence d’un ou plusieurs domaines BIR (Baculovirus IAP Repeat), motifs de 70 acides 

aminés très conservés que ce soit chez la levure ou chez l’homme. Ce domaine leur permet de 

se lier sur la séquence d’acides aminés spécifiques (Ala-Thr-Pro-Phe) des caspases-3 et -9 et 

sur celle (Ala-Val-Pro-Ile) de Smac/Diablo. Par exemple, la liaison de Smac/Diablo au 

domaine BIR2 de XIAP empêche la protéine XIAP d’inhiber l’activation des caspases-3 et -7 

(Figure 18) (§ IV.4.4.2.). En revanche, la fonction physiologique mitochondriale de 

Smac/Diablo est inconnue (Van Gurp et al., 2003). 

 

La protéine Omi/HtrA2  a été identifiée comme un nouvel inhibiteur des IAPs. Cette 

protéine est un précurseur de 49 KDa. Comme pour les autres facteurs apoptogènes, elle 

migre vers la mitochondrie où son signal de localisation mitochondriale est clivé pour donner 

naissance à une protéine mature de 37 KDa. Omi/HtrA2 fait partie de la famille des protéases 

à sérine et est confinée dans l’espace intermembranaire mitochondrial. Sous l’action de 

facteurs comme la staurosporine, TRAIL ou les UV, Omi/HtrA2 est relarguée dans le 

cytoplasme, où elle se lie à la protéine IAP, comme Smac/Diablo, pour l’inhiber, facilitant 

ainsi l’activation des caspases (Ravagnan et al., 2002) (Figure 18). Sa fonction n’est pas 

clairement connue mais elle pourrait être surexprimée dans des conditions de stress 

cellulaires, notamment au niveau du réticulum endoplasmique. La protéine Omi/HtrA2 

pourrait être impliquée dans l’apoptose dépendante et indépendante des caspases (van Loo et 

al., 2002). Cette protéine Omi/HtrA2 montre de grandes similitudes avec la protéine 

Smac/Diablo, mais toutes les deux seraient exprimées différemment en fonction des tissus. 

 

Endo G est une endonucléase mitochondriale codée par le génome nucléaire et son 

rôle principal est d’être impliqué dans la réplication du génome mitochondrial. Durant 

l’apoptose de cellules de mammifères, elle est relarguée par la mitochondrie, puis transloque 

dans le noyau pour cliver l’ADN. C’est une molécule caspase-indépendante. En 2001, Widlak 
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a démontré que l’Endo G est responsable d’une part du clivage internucléosomal aboutissant à 

la formation des « ladders » (fragment de petit poids moléculaire) dans des noyaux isolés, et 

d’autre part de l’obtention de fragments nucléiques de hauts poids moléculaires (Figure 18). 

Dans le noyau, elle pourrait agir de concert avec la DNase I ou l’hexonucléase. Ainsi l’action 

combinée de l’Endo G et de l’AIF, toutes deux relarguées par la mitochondrie, est un 

mécanisme totalement indépendant des caspases (van Gurp et al., 2003). 

 

Les caspases-2, -3, -8 et -9 (Susin et al., 1999a) sont aussi reconnues comme étant 

des protéines apoptogènes relarguées par la mitochondrie durant le processus apoptotique 

(Figures 15B et 18). 

 

Les molécules apoptogènes citées précédemment semblent les seules connues à 

l’heure actuelle ; cependant, il n’est pas exclu que d’autres protéines soient identifiées dans 

les années à venir. 

 

La voie apoptotique mettant en jeu la mitochondrie ou voie apoptotique intrinsèque 

comprend (Figure 18) : 

� une voie mitochondriale dépendante des caspases faisant intervenir les caspases-3, -9 et 

le Cyt-c, 

� une voie mitochondriale indépendante des caspases faisant intervenir l’AIF et l’Endo G. 

Ces deux voies aboutissent aux modifications morphologiques nucléaires terminales 

de l’apoptose. 

En ce qui concerne la chronologie des évènements moléculaires, les travaux publiés sont 

contradictoires. En effet le cytochrome c ou l’AIF, acteurs clé de chacune de ces deux voies 

mitochondriales, seraient relargués de la mitochondrie à la suite de la chute du potentiel 

transmembranaire mitochondrial et de l’ouverture des pores. D’autres auteurs proposent que 

ces deux protéines, une fois libérées, seraient par rétro-contrôle les déclencheurs de la chute 

du ∆Ψm (van Gurp et al., 2003). Les avis des chercheurs divergent aussi sur l’ordre de 

relargage du Cyt-c et de l’AIF (Candé et al., 2002a,b). En effet pour certains, le relargage du 

Cyt-c précède celui de l’AIF alors que pour d’autres, l’AIF serait libéré de la mitochondrie 

bien avant le relargage du Cyt-c. Par exemple, lors de l’apoptose induite par la staurosporine 

(Susin et al., 1999b) ou lors de l’infection de cellules Hela par le HIV-1 (Ferri et al., 2000), le 

relargage de l’AIF précède celui du Cyt-c. 
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IV.2. Phase de régulation des voies intrinsèque et extrinsèque, par les 

protéines membres de la famille Bcl-2 

 

Les membres de la famille Bcl-2 ont une importance dans la phase de régulation des 

voies de signalisation de la mort cellulaire : voie intrinsèque et voie extrinsèque. Le plus 

souvent, les signaux inducteurs d’apoptose semblent être modulés par les gènes de cette 

famille. Cette modulation se situe en amont de l’activation de la phase exécutrice faisant 

intervenir les caspases. La famille de protéines Bcl-2 comprend aussi bien des protéines pro-

apoptotiques (comme Bax, Bak, Bad, Bid, Bim, Bcl-XS, etc …), qu’anti-apoptotiques (Bcl-2, 

Bcl-XL, Bcl-W, Bcl-B, etc …) (Figure 19). Le proto-oncogène Bcl-2 a été le premier membre 

découvert dans les lymphomes folliculaires de type B (Tsujimoto & Croce, 1986). Il est 

capable de bloquer l’apoptose induite par un grand nombre de facteurs ; c’est un régulateur 

négatif de l’apoptose. 

La fonction majeure des membres de la famille Bcl-2 est de moduler directement la 

perméabilité membranaire mitochondriale et de réguler la libération des molécules 

apoptogènes (ou Intermembrane Mitochondrial Protein = sIMPs). Les membres anti-

apoptotiques contrôlent la fermeture des pores et séquestrent les sIMPs, alors que les 

membres pro-apoptotiques font l’inverse. 

 

IV.2.1. Structure des protéines membres de la famille Bcl-2 

 

L’alignement des séquences protéiques des membres de la famille Bcl-2 a permis de 

définir quatre régions de "forte conservation" appelées domaines BH (Bcl-2 Homology) de 1 

à 4. Ces membres sont classés en deux groupes, l’un anti-apoptotique et l’autre pro-

apoptotique qui se scinde lui-même en deux sous-groupes (Tsujimoto, 2003 ; Borner, 2003) : 

� Le groupe anti-apoptotique ou « Bcl-2-like survival factors », (Figure 19A) : les 

membres de ce premier groupe contiennent 4 domaines BH, dont le domaine BH4 

spécifique à la survie, et absolument essentiel à cette fonction de survie. Ce groupe 

comprend les membres anti-apoptotiques A1, Bcl-2, Bcl-W, Bcl-XL, Mcl-1… 

� Le groupe pro-apoptotique comporte deux sous-groupes (Figure 19B) : 

• Le 1er sous-groupe « Bax-like death factors » comporte un multidomaine BH. 

L’absence du domaine BH4 peut expliquer leur fonction pro-apoptotique, mais 
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ce n’est pas le seul critère. En effet, le domaine BH-3 est, en absence de BH4, 

spécifique de l’apoptose. Ce groupe comprend entre autre Bax, Bak, Bok... 

 

Figure 19 : Classification des membres de la famille Bcl-2 

D’après Borner et al., 2003. 
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• Le 2ème sous-groupe « BH3-only death factors » comprend des membres 

possédant tous un domaine BH3 considéré comme un signal de mort. Nous 

pouvons citer comme exemple Bik, Bad, Bid et Bim. 

 

IV.2.2. Mécanismes d’action des protéines membres de la famille Bcl-2 

 

Les protéines membres de la famille Bcl-2 interagissent entre elles, formant des 

homodimères ou des hétérodimères. La quantité relative de chaque protéine dans la cellule 

détermine la sensibilité à un signal de mort (Adams & Cory, 1998). Les membres anti- et pro-

apoptotiques semblent avoir des localisations sub-cellulaires différentes. Les membres anti-

apoptotiques siègent au niveau des membranes cellulaires des mitochondries, du noyau et du 

réticulum endoplasmique (RE), alors que les protéines pro-apoptotiques auraient une 

localisation cytosolique ou près des microtubules. Une grande majorité des protéines de cette 

famille contient une partie carboxy-terminale hydrophobe qui leur permet de s’ancrer au 

niveau de la membrane externe mitochondriale, mais également au niveau du RE et du noyau. 

Par exemple, Bax est soit cytosolique, soit ancré à la membrane externe (ME) 

mitochondriale ; à l’inverse, la protéine Bcl-2 est toujours localisée au niveau de la 

mitochondrie. A la suite d’un signal apoptotique, les membres pro-apoptotiques s’insèreraient 

dans la membrane mitochondriale pour induire la perméabilité membranaire mitochondriale 

(Crompton, 2000). Bax mais aussi Bak seraient responsables de l’ouverture des pores 

mitochondriaux entraînant la chute de ∆Ψm. En revanche, Bcl-2 et Bcl-XL assureraient le 

fonctionnement des pores et empêcheraient le relargage du Cyt-c, favorisant ainsi la survie 

cellulaire. Les membres anti-apoptotiques pourraient contrôler l’ouverture du pore 

membranaire mitochondrial ou séquestrer la molécule APAF-1 et ainsi inhiber l’activation 

des caspases (Tsujimoto, 2003). La capacité d’insertion dans la membrane mitochondriale des 

protéines Bcl-2, Bax, Bid et Bcl-XL, serait due à leur analogie structurale avec les toxines 

bactériennes qui sont capables de former des pores ou des canaux transmembranaires (Gross 

et al., 1999) modulant ainsi la libération des sIMPs (Mather & Rottenberg, 2001). D’autres 

auteurs suggèrent que ces protéines anti-apoptotiques pourraient aussi être liées à l’interaction 

avec VDAC (Vander Heiden et al., 1999 ; Zamzami & Kroemer, 2001 ; Borner, 2003). 

 

Les fonctions des membres pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 sont régulées par 

des modifications post-traductionnelles comme les phosphorylations-déphosphorylations, le 
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clivage, la séquestration dans le cytoplasme, mais aussi la protéolyse (Gross et al., 1999 ; 

Borner, 2003) (Figure 20). 

� Bad est une protéine phosphorylée en présence de facteurs de croissance, ce qui 

provoque sa séquestration dans le cytoplasme par la protéine 14-3-3σ. A la suite de 

signaux apoptotiques, comme la privation en cytokines ou en facteurs de croissance, 

ou comme la liaison d’un ligand à un récepteur de mort, Bad est déphosphorylée pour 

former des hétérodimères avec Bcl-XL ou Bcl-2 par liaison avec son domaine BH3. 

Seule la forme non phosphorylée de Bad est capable de lier Bcl-XL (Fang et al., 1999). 

� A la suite de l’action du TNF-α ou du traitement par le ligand FasL/CD95L, à la 

surface de la cellule, le domaine N-terminal de la protéine pro-apoptotique Bid est 

clivé par la caspase-8, générant une protéine tronquée (tBid) de 15 KDa qui transloque 

et s’ancre dans la mitochondrie. Cette forme tronquée pourrait être indispensable au 

relargage du Cyt-c. On suppose que la forme tronquée de Bid s’associerait à Bax par 

son domaine BH3 pour entraîner un changement conformationnel (Desagher et al., 

1999 ; Wei et al., 2001) et ainsi le dysfonctionnement de la mitochondrie. En effet, à 

la suite d’un signal apoptotique, les protéines pro-apoptotiques telles que Bax, 

changent de conformation pour s’ancrer sous forme d’homodimère au niveau de la 

ME mitochondriale, et induisent sa perméabilisation, modulant ainsi la libération des 

facteurs apoptogènes. Il est décrit que Bid pourrait servir de chaperon à Bax 

(Desagher et al., 1999). 

� D’autres membres pro-apoptotiques sont séquestrés dans le cytosplasme. La molécule 

pro-apoptotique Bim est essentielle à l’apoptose durant l’embryogénèse. Son 

inactivation est provoquée par sa séquestration par une protéine du cytosquelette, la 

dynéine. A la suite d’une privation en facteurs de croissance, ou de dommages causés 

par des irradiations UV, Bim, par exemple, est libéré de la dynéine et relargué dans le 

cytosol ; il se lie alors aux membres pro-apoptotiques. Récemment il a été démontré 

que Bmf est aussi séquestrée par une autre protéine du cytosquelette, la myosine 

(Borner, 2003). 

� L’expression des gènes Bax, Bcl-2, PUMA (P53-Upregulated Modulator of 

Apoptosis) (Nakano et al., 2001 ; Yu et al., 2003) et Noxa (BH3-only member of the 

Bcl-2 family) (Oda et al., 2000) est régulée au niveau transcriptionnel par la protéine 

suppresseur de tumeur p53. L’expression des protéines Mcl-1, Bcl-XL et A-1, seraient 

aussi régulées. Ainsi, certains membres de la famille Bcl-2 subiraient une régulation 

transcriptionnelle (Miyashita et al., 1994 ; Schuler & Green, 2001). 
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Figure 20 : Les différentes régulations des membres de la famille Bcl-2 au cours du 

processus apoptotique. 
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IV.3. Phase d’exécution par les caspases 

 

La phase d’exécution se caractérise par un phénomène en cascade d’évènements 

enzymatiques qui va amplifier la réponse de la cellule par rapport au stimulus initial (Figure 

21). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21 : Représentation de la cascade apoptotique  

exemples la voie du récepteur de mort et la voie mitochondriale 

 

La plupart des modifications morphologiques observées dans les cellules 

apoptotiques résulte de l’activation de la cascade des caspases. Ces dernières ont un rôle 

primordial dans l’étape d’exécution du processus apoptotique. Elles ont chacune une fonction 

déterminante lors du déroulement de la phase d’exécution qui précède la dégradation et la 

fragmentation de l’ADN, stade ultime de l’apoptose. Les caspases sont hautement conservées 

au cours de l’évolution ; elles sont retrouvées chez les hommes, les mammifères, ainsi que les 

insectes et chez le nématode Caenorhabditis elegans (Budihardjo et al., 1999 ; Earnshaw et 

al., 1999). 

 

IV.3.1. Classification et structure des caspases 

 

Les caspases sont des protéases à cystéine et ont deux caractéristiques communes 

quelles que soient la caspase : leur site catalytique contient un résidu cystéine, et elles 

possèdent une spécificité stricte de clivage de leurs substrats après un résidu aspartate 

(Margolin et al., 1997). Les seules protéases eucaryotes connues avec cette spécificité de 

clivage sont les caspases et le granzyme B (Thornberry et al., 1997a). 
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IV.3.1.1. Classification 

 

Les caspases ont été impliquées dans l’apoptose avec la découverte du gène ced-3 à 

partir du nématode Caenorhabditis elegans et l’identification d’un analogue, puis de son 

produit (CED-3) chez les mammifères : la protéase à cystéine ICE (Interleukin1β-Converting 

Enzyme) (Miura et al., 1993). Ces travaux précurseurs ont conduit à l’identification d’un 

nombre croissant de protéases à cystéine, présentant des homologies de séquences avec la 

protéine CED-3. Ces protéases présentent une spécificité stricte de clivage de leur substrat 

après un résidu acide aspartique. En 1996, Alnemri et coll. propose une nomenclature qui 

regroupe les protéases à cystéine sous le nom de caspase pour "cysteine aspartate-specific 

protease", où « c » désigne le résidu cystéine du centre catalytique (QACXG où X = un acide 

aminé quelconque) (Figure 23), « asp » définit la spécificité stricte de clivage des substrats 

après un résidu acide aspartique et « ase » désigne une enzyme. L’ICE, qui fut la première 

caspase identifiée, a été rebaptisée caspase-1. 

 

Il existe aujourd’hui plusieurs classifications de ces protéases (Figure 22) : 

 

(1) La 1ère classification se base sur l’analyse phylogénétique des caspases et a 

permis de définir trois sous familles : la famille de la caspase-1 (les caspases-1, -

4, -5, -11), la famille de la caspase-2 (les caspases-2, -9) et la famille de la 

caspase-3 (les caspases-3, -6, -7, -8, -10) (Alnemri et al., 1996). 

 

(2) La 2ème classification est basée sur la spécificité de substrat des caspases ; ces 

dernières sont classées en trois sous groupes : les caspases du groupe I dont le 

substrat préférentiel est [W/L]EHD, les caspases du groupe II qui exigent un 

résidu aspartate à la fois en position -1 et en -4 du site de clivage protéolytique 

(DXXD), et les caspases du groupe III qui sont moins restrictives vis-à-vis du 

résidu amino-acide en position -4 (XE[I/T/H/V]D) (Thornberry et al., 1997b). 

 

(3) La 3ème classification s’appuie sur les fonctions des différentes caspases. Deux 

grands groupes ont été ainsi définis : les caspases impliquées dans 

l’inflammation, responsables de l’activation des cytokines, et les caspases 

apoptogènes activées au cours de la transduction d’un signal de mort. 
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Les caspases apoptogènes se répartissent en deux groupes en fonction de leur 

rôle dans la voie de signalisation de l’apoptose :  

- Les caspases initiatrices (ou régulatrices) sont des caspases possédant 

des pro-domaines longs, activées au cours de la phase d’initiation de l’apoptose ; 

ces caspases comprennent les caspases-2, -8, -10 pour la voie des récepteurs de 

mort, et la caspase-9 pour la voie des mitochondries ;  

- Les caspases effectrices (ou exécutrices) sont des caspases à pro-

domaines courts, activées en cascade par des caspases initiatrices et impliquées 

dans la phase d’exécution de l’apoptose. Ce sont les caspases-3, -6, -7 (Alnemri, 

1999). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22 : Classification des caspases 

(D’après Alnemri et al., 1996 ; Thornberry et al., 1997b ; Alnemri, 1999 ; 

Zimmermann et al., 2001) 

D=aspartate, E=glutamate, H=histidine, I=isoleucine, L=leucine, T=thréonine, 

V=valine, W=tryptophane, Y=Lysine 
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A ce jour 14 caspases différentes, dont le poids moléculaire varie de 32 à 55 KDa, ont été 

identifiées chez l’Homme, à l’exception des caspases-11 et -13 (Leblanc, 2003) (Tableau 4). 

Nom Espèce 
Site de 

clivage dans 
le zymogène 

Séquence 
cible 

Pro-
domaine 

Fonction 

(voie) 
Protéine 

adaptatrice 
Chromo-

some 

Caspase
-1 

Humain 
Souris 

TTPLD/S 

FEDD/A 

AVQD/N 

YVAD ↓X 
YEVD↓X 
WEHD↓X 

Long 

 
Inflammation (CARD) 

 
11q22 

Caspase
-2 

Humain 
Souris 

DQQD/G 

EESD/A 

DNKD/G 

VDVAD ↓X 
DEHD↓X 

Long 

Initiatrice 
(Apoptose) 
Extrinsèque 

RAIDD 
(CARD) 

 
7q35 

Caspase
-3 

Humain 
Souris 

IETD/S DEVD↓X 
DMQD↓X 

Court 
Effectrice 

(Apoptose)  
 

4q34 

Caspase
-4 

Humain 
WVRD/S 

LEED/A 

LEVD↓X 
(W/L)EHD↓

X 
Long 

Inflammation 
Apoptose (CARD) 

 
11q22 

Caspase
-5 

Humain 
WVRDS/S 

LEAD/S 

(W/L)EHD↓
X 

Long 
Inflammation 

Apoptose  
 

11q22 

Caspase
-6 

Humain 
Souris 

DVVD/N 

TEVD/A 

TETD/A 

VEHD↓X 
VEID↓X 

Court 
Effectrice 

(Apoptose)  

 
4q25 

Caspase
-7 

Humain 
Souris 

IQAD/S DEVD↓X Court 
Effectrice 

(Apoptose)  
 

10q25 

Caspase
-8 

Humain 
Souris 

VETD/S 

LEMD/L 

REQD/S 

IETD↓X 
LETD↓X 

Long 

Initiatrice 
(Apoptose) 
Extrinsèque 

FADD 
(DED) 

 
2q33 

Caspase
-9 

Humain 
PEPD/A 

DQLD/A 
LEHD↓X Long 

Initiatrice 
(Apoptose) 
Intrinsèque 

APAF-1 
(CARD) 

 
1q34 

Caspase
-10 

Humain 
 

IEAD/A IEAD↓X Long 
Initiatrice 

(Apoptose) 
Extrinsèque 

FADD 
(DED) 

 
2q33 

Caspase
-11 

Souris 
(-4 et -5 ? 
Humain) 

?  Long 
Inflammation 

(?-) 
Apoptose ? 

 
 
? 

Caspase
-12 

Humain 
Souris 

? 
 Long 

Inflammation 
? 

Apoptose (?+) 
 

11q22 

Caspase
-13 

Humain ? 
Bovin 

?  Long 
 

 ? 

Caspase
-14 

Humain 
Souris 

?  Court Effectrice ?  19p13 

Tableau 4 : La famille des caspases 
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IV.3.1.2. Structure 

 

Les caspases sont synthétisées sous une forme inactive appelée zymogène (pro-

enzyme de 30 à 50 KDa). Elles ont une structure très conservée, constituée de trois parties 

(Figure 23) : 

• le pro-domaine N-terminal (23 à 219 acides aminés) qui semble jouer un rôle 

dans les interactions « protéines-protéines » et dans la régulation de l’activation 

de ces enzymes (Thornberry et al., 1997b) ; 

• la grande sous-unité p20 (17-21 KDa) qui porte le centre catalytique ; 

• la petite sous-unité p10 (10-14 KDa) qui peut être séparée de la grande par des 

domaines « spacers » éliminés lors de la maturation. 

 

La maturation de chaque précurseur de caspase en enzyme fonctionnelle, nécessite 

au moins deux clivages : le premier entre la grande sous-unité (p20) et la petite sous-unité 

(p10), le deuxième entre le pro-domaine et la grande sous-unité. Ces clivages se font toujours 

au niveau d’une liaison Asp-X (où X est un amino-acide variable), par l’intermédiaire 

d’autres caspases ou par la caspase elle-même (voir § IV.4.2.1.). Ce clivage génère deux 

fragments (Nicholson & Thornberry, 1997), c’est à dire deux hétérodimères composés chacun 

de l’association des deux sous-unités, et comprenant donc deux sites catalytiques QACXG 

(Budihardjo et al., 1999). La caspase active possède donc une structure tétramérique 

composée de deux grandes sous-unités (p20)x2 et de deux petites sous-unités (p10)x2. 
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Figure 23 : Structure et mécanisme d’activation des caspases 
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IV.3.1.3. Caspases initiatrices / caspases effectrices 

 

Les caspases ont été classées d’après la spécificité de leur substrat ou la taille de leur 

pro-domaine (Zimmermann et al., 2001 ; Leblanc, 2003) (Tableau 4). 

Selon la taille de leur pro-domaine, deux classes de caspases se distinguent (Figure 24) : 

 

• les caspases à pro-domaine long : les caspases-1, -2, -4, -5, -8, -9, -10, -11, -12 et -13 

Les caspases possédant un pro-domaine long sont les caspases dites initiatrices  (ou 

régulatrices). Les caspases initiatrices se situent en amont de la cascade de 

signalisation. Elles ne participent pas directement à l’apparition des modifications 

morphologiques et biochimiques caractéristiques de l’apoptose, mais elles auront pour 

fonction d’activer les caspases effectrices. 

Selon la voie apoptotique empruntée, les caspases initiatrices se lient, par leur pro-

domaine, à différentes protéines adaptatrices. Les caspases initiatrices et les protéines 

adaptatrices se lient par leurs domaines analogues ; on distingue deux sortes de motifs, 

les domaines DED/DED et les domaines CARD/CARD : 

- Les caspases-8 et -10 intervenant au cours de la voie extrinsèque possédent des 

domaines DED et se fixent à la protéine adaptatrice FADD par son DED, avant 

activation. 

- Les caspases-1, -2, -4 et -9 possèdent des domaines CARD qui permettent, avant 

activation, leur recrutement au niveau de complexes protéiques tels que RAIDD (RIPK1 

Domain containing Adapter with Death Domain) pour la caspase-2, par exemple, et 

APAF-1 pour la caspase-9. 

 

• les caspases à pro-domaine court : les caspases-3, -6, -7 et -14 . 

Les caspases qui possèdent un pro-domaine court se situent en aval des caspases 

initiatrices. Ce sont les caspases effectrices (ou exécutrices). Leur activation par les 

caspases initiatrices aboutit à un fonctionnement dit en cascade et à un phénomène 

irréversible. L’activation des caspases effectrices conduit au clivage de nombreuses 

protéines cellulaires, aboutissant aux étapes terminales et ultimes de l’apoptose. Les 

caspases -3, -6 et -7 sont les caspases directement impliquées dans l’exécution de 

l’apoptose. 
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D’autres caspases, comme les caspases-1, -4, -5, -11, -12, sont impliquées dans les 

processus inflammatoires, principalement dans le clivage protéolytique des cytokines pro-

inflammatoires comme l’IL1 et l’IL8 (Amarande-Mendes & Green, 1999).  

 

 

 

 

Figure 24 : Activation séquentielle des caspases 
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IV.3.2. Activation et régulation des caspases 

 

Etant donné l’importance des caspases dans le processus apoptotique, leur activation 

est bien entendu extrêment régulée. 

 

IV.3.2.1. Mécanismes d’activation 

 

Trois mécanismes d’activation ont été identifiés (Hengartner, 2000) (Figure 25) : 

� Le 1er mécanisme est l’activation par une caspase ou activation en cascade 

(Figure 25A). 

Cette stratégie d’activation en cascade est utilisée pour l’activation des caspases 

effectrices 3, 6 et 7. Elle est très efficace pour amplifier les signaux pro-apoptotiques 

mais elle ne permet pas d’expliquer l’initiation du mécanisme en amont de la 

cascade. 

� Le 2ème mécanisme est l’activation par proximité induite ou auto-activation 

(Figure 25B). 

La caspase-8 est la caspase la plus en amont dans la cascade apoptotique induite par 

les récepteurs de mort cellulaire. Lorsque ces récepteurs fixent leur ligand, ils se 

regroupent pour former des complexes membranaires. Leurs domaines 

intracellulaires recrutent, grâce à des protéines adaptatrices telles que FADD, 

plusieurs pro-caspase-8. Ceci se traduit par une grande concentration locale en 

zymogène. Dans ces conditions, l’activité intrinsèque de la pro-caspase-8 est 

suffisante pour que les pro-enzymes se clivent mutuellement et ainsi s’auto-activent 

les unes les autres (Figures 24 et 25B). 

� Le 3ème mécanisme est l’association avec une sous-unité activatrice (Figure 

25C). 

Le mécanisme d’activation de la caspase-9 est très différent de ceux décrits 

précédemment. Le clivage protéolytique de cette caspase n’a que peu d’effet sur son 

activité enzymatique. L’activation de la caspase-9 passe par son association avec 

deux co-facteurs protéiques l’APAF-1 et le cytochrome c (Figure 16). Cette 

association stable représente l’enzyme active. L’APAF-1 et le cytochrome c 

constituent donc des sous-unités régulatrices de l’holoenzyme et cet ensemble 

s’appelle apoptosome (Figure 25C). Ce dernier est un très gros complexe protéique 

dont la structure a été déterminée par cryomicroscopie électronique (Shi, 2002). 
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Les caspases effectrices sont généralement activées par clivage par une autre caspase 

située en amont de la cascade alors que les caspases initiatrices sont plutôt activées par des 

interactions protéine-protéine. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25 : Les différents mécanismes d’activation des caspases. 
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IV.3.2.2. Mécanismes de régulation 

 

La cascade des caspases (ou l’intervention des caspases) au cours du processus 

apoptotique est une étape hautement régulée notamment au niveau de l’activation, de 

l’activité et de la production de ces protéases. 

 

� Régulation transcriptionnelle des caspases : 

Bien que l'apoptose puisse être déclenchée dans un grand nombre de cellules, même 

en absence de transcription ou de synthèse protéique (Kaufmann et al., 1993; Weil et 

al., 1996), la régulation de l’expression des gènes de pro-caspases reste cruciale sous 

certaines conditions. Les ARNm des pro-caspases sont facilement détectables dans 

un grand nombre de types cellulaires, mais en quantité variable (Earnshaw, 1999; 

Thornberry et al., 1997a). Les niveaux de zymogènes sont très différents d'un type 

cellulaire à l'autre. L’ARNm de la pro-caspase-3, par exemple, est fortement exprimé 

dans de nombreuses cellules lymphoïdes et myéloïdes matures alors qu'il n'est que 

faiblement présent dans l'épithélium mammaire et dans les neurones normaux 

(Krajewska et al., 1997). Ainsi, le niveau d'expression de ces enzymes varie. Des 

études ont décrit qu’au cours de l'apoptose, des neurones en culture in vitro, ainsi que 

des cerveaux de souris in vivo, expriment des niveaux plus élevés d'ARNm de la 

caspase 3. Lorsque des cellules leucémiques humaines sont incubées en présence 

d'étoposide (inhibiteur de la topoisomérase II), le niveau d'expression de plusieurs 

messagers de pro-caspases (-3, -4 et -6) croît significativement (Droin et al., 1998). 

 

� Régulation par phosphorylation : 

De nombreuses études ont rapporté que les protéines intervenant dans l'apoptose 

pouvaient être régulées par des protéines kinases (phosphorylation) et des protéines 

phosphatases (déphosphorylation) (Anderson, 1997 ; Martins et al., 1998). En 1998, 

Martins et coll. a montré que sur des cellules leucémiques, les caspases peuvent être 

phosphorylées in vivo. Ils ont démontré que la déphosphorylation des caspases était 

corrélée à une augmentation de leur capacité à cliver PARP (Poly(ADP-ribose) 

polymérase), dont le rôle se limite à la détection des cassures simple brin de l'ADN et 

au recrutement des protéines nécessaires à leur réparation (Fernet et al., 2000). Il 

semble que, in vitro, cette phosphorylation diminue leur activité enzymatique. 
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Une autre étude démontre que la kinase Akt phosphoryle la pro-caspase 9 humaine, 

ce qui inhibe son activation (Cardone et al., 1998), mais elle est incapable de phosphoryler les 

caspases -3, -6 ou -7. A ce jour, la nature de la (ou des) kinase(s) responsable(s) de la 

phosphorylation des caspases effectrices, ainsi que le rôle physiologique de cette modification 

post-traductionnelle, ne sont pas encore démontrés. 

La grande famille des protéines homologues à Bcl-2 joue un rôle majeur dans la 

régulation de l'apoptose. Cette régulation passe par la modulation de l'activité de certaines 

caspases, principalement la caspase 9. Ainsi, en empêchant la libération du cytochrome c par 

la mitochondrie, Bcl-2 et Bcl-XL par exemple, inhibent la formation du complexe APAF-

1/cytochrome c/pro-caspase-9 qui est nécessaire à l'apoptose. 

IV.3.3. Substrats des caspases 

 

IV.3.3.1. Substrats cellulaires naturels 

 

Toutes les caspases possèdent un site actif à cystéine, qui reconnaît un motif de 4 

acides aminés dans le substrat, et le clivent toujours après un résidu aspartate. La spécificité 

de reconnaissance et de clivage du substrat est déterminée par la nature des 4 acides aminés 

du site de clivage (Thornberry et al., 1997b). Ce clivage induit soit l’inactivation du substrat 

cible, soit son activation directement par élimination du domaine régulateur négatif ou 

indirectement en inactivant une sous unité régulatrice (Figure 26). 

 

Figure 26 : Les diverses formes de clivage sur les substrats, par les caspases 

effectrices. 
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Un grand nombre de substrats des caspases a été rapporté ces dernières années 

(Tableau 5). Il s’agit de protéines cytoplasmiques ou nucléaires, de protéines impliquées dans 

le métabolisme, mais aussi dans la réparation de l’ADN. Les protéines kinases, les protéines 

de régulation de l’apoptose et les protéines impliquées dans la transduction du signal, dans 

l’expression de gènes, dans la régulation du cycle cellulaire ou dans la prolifération sont 

également des substrats des caspases, mais cette liste n’est pas exhaustive (Earnshaw et al., 

1999 ; Nicholson, 1998). 

A ce jour, il n’y a pas de substrats naturels décrits pour la caspase-13. 

Caspases Substrats 

Caspase-1 Pré-Interleukine-1b ; Interleukine-18 ; Lamines 

Caspase-2 Golgin-160; Lamines (?) 

Caspase-3 
Caspase-6 ; Caspase-7 ; Caspase-9 ; ADN-pk ; MDM2 ; Gas2 ; Gelsoline ; Fodrine ; 

b-Caténine ; Lamines ; NuMA ; Protéines de HnRNP ; topoisomerase I ; FAK ; 
Calpastatin ; p21Waf1 ; PAK-2 ; Présenéline ; PARP ; SREBs ; CACI 

Caspase-4 Caspase-1 

Caspase-5 Max ; Périphiline 

Caspase-6 PAK-2 ; PARP ; Lamines ; NuMA ; FAK ; Caspase-3 ; Kératine-18 

Caspase-7 PARP ; Gas2 ; SREBI ; EMAPII ; FAK ; Calpastatine ; p21Waf1 

Caspase-8 Caspase-3 ; Caspase-4 ; Caspase-6 ; Caspase-7 ; Caspase-10 ; Caspase-13 ; PARP ; 
Offre 

Caspase-9 Caspase-3 ; Pro-caspase-9 ; Caspase-7 ; PARP 

Caspase-10 Caspase-3 ; Caspase-4 ; Caspase-6 ; Caspase-8 ; Caspase-9 

Caspase-11 Caspase-1 ; Caspase-3 

Caspase-12 Caspase-9 ; 

Caspase-14 Caspase-8 ; Caspase-9 

 
Tableau 5 : Substrats des caspases. 
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Nous pouvons citer quelques exemples de substrats des caspases dont le rôle est bien 

décrit lors du processus apoptotique : 

- La nucléase DFF (DNA Fragmentation Factor) (Liu X et al., 1998) ou CAD (Enari 

et al., 1998 ; Sakahira et al., 1998 ; Sakahira et al., 1999 ; Wyllie A, 1998) est présente au 

niveau des cellules sous la forme d’un complexe inactif ; elle est associée à sa sous unité 

inhibitrice nommée ICAD (Inhibitor of Caspase-Activated DNase) (Enari et al., 1998 ; 

Sakahira et al., 1998 ; Sakahira et al., 1999 ; Wyllie A, 1998). Le clivage de la sous unité 

inhibitrice ICAD par la caspase-3 aboutit à la libération et à l’activation de la sous unité 

catalytique CAD. Cette activation est responsable des « ladder d’ADN », décrits pour la 

première fois par Wyllie H en 1980. En effet, cette nucléase découpe l’ADN génomique entre 

les nucléosomes, générant ainsi des fragments d’ADN de 180-200 pb mais aussi des 

oligonucléosomes donnant après migration sur gel d’agarose un profil en échelle appelé 

«ladder». 

- Le clivage des lamines nucléaires par la caspase-3 est responsable du 

rétrécissement et du bourgeonnement cellulaire (Rao et al., 1996 ; Buendia et al., 1999) 

(Tableau 5). 

- De même, le clivage de la PAK-2 (P21 Activated Kinase-2, membre de la famille 

des kinases activées par la protéine p21 ras (Tableau 5)) par la caspase-3 serait aussi 

responsable du bourgeonnement observé dans les cellules apoptotiques (Rudel & Bokoch, 

1997 ; Zimmermann et al., 2001). L’activation de la protéine PAK-2 a lieu après le clivage 

entre la sous-unité inhibitrice et la sous-unité catalytique. 

- La perte de la forme générale de la cellule est due au clivage des protéines du 

cytosquelette par la caspase-3. Les protéines du cytosquelette sont la fodrine (dissociation de 

la membrane plasmique et du cytosquelette) et la gelsoline (formation des corps apoptotiques) 

(Kothakota et al., 1997 ; Zimmermann et al., 2001) (Tableau 5).  

- La PARP est constitutive du réseau de surveillance du génome développé par les 

cellules eucaryotes. Son activation est produite par la reconnaissance des cassures simple-brin 

de l'ADN, aboutissant à la poly (ADP-ribo)sylation d'un certain nombre de protéines 

chromatiniennes, dont les histones et la PARP elle-même. Cette propriété joue un rôle 

essentiel dans la réparation par excision des bases (Fernet et al., 2000). La PARP est clivée 

par les caspases -3, -6 et -7, lors de l’apoptose ; ce clivage la rend ainsi inactive et elle ne peut 

donc pas remplir ses fonctions de réparation de l’ADN (Kaufmann, 1989 ; Lazebnik et al., 

1994 ; Tewari et al., 1995) (Tableau 5). 
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IV.3.3.2. Substrats de synthèse 

 

Les études portant sur la spécificité des caspases indiquent qu’il existe deux 

particularités très conservées pour ces enzymes : un acide aspartique (D) en position -1, et la 

présence de 4 résidus d’acides aminés en amont du site de clivage. En déterminant les 

séquences tétrapeptidiques reconnues pour une caspase considérée, il a été alors possible de 

déterminer des séquences consensus et de construire des substrats de synthèse pour étudier 

l’activation d’une caspase donnée. De petite taille, les peptides synthétiques miment les sites 

de clivage des caspases. Pour identifier ou découvrir de nouvelles protéases, divers essais ont 

utilisé de nouveaux substrats peptidiques de synthèse qui ont été construits pour s'adapter 

spécifiquement aux sites actifs de l’enzyme. Ces substrats ont généralement une structure de 

type Ac-XXXD-AMC, et en fonction de leur séquence ils sont efficacement reconnus et 

clivés par une caspase déterminée. Par exemple, la séquence -LEHD- est reconnue par la 

caspase-9, tandis que la séquence -IETD- est reconnue par la caspase-8. Mais certaines 

séquences ont des spécificités plus ou moins grandes en fonction des activités caspases 

considérées. Le substrat le plus utilisé est Ac-DEVD-AMC, actuellement décrit comme 

spécifique de la caspase-3. La séquence -DEVD- est issue des recherches faites sur la PARP 

(Poly-ADP-Ribose Polymerase) et sur la DNA-PK (DNA-Protein Kinase) qui sont toutes 

deux des substrats de la caspase-3 (Thornberry et al., 2000). Cependant, il semblerait que la 

séquence DEVD ne soit pas uniquement reconnue par la caspase-3. C’est pourquoi cette 

séquence est parfois décrite comme spécifique des caspases « caspase-3 like », la caspase-3 

étant la plus affine (Stennicke & Salvesen, 2000). 

Les substrats contiennent aussi : 

- en N-terminal un groupement « bloquant » qui empêche la digestion des caspases 

par les aminopeptidases. Les groupements « bloquant » sont z (benzoxycarbonyl-) ou Ac 

(acétyl-).  

- en C-terminal un groupement « rapporteur », adjacent au peptide en position 1 (P1) 

qui est libéré après clivage par la protéase active. Ce groupement est un fluorochrome qui 

permet de doser par fluorimétrie l’activité enzymatique des caspases. Les groupements 

rapporteurs les plus fréquemment utilisés sont le 7-amino-4-méthylcoumarine (AMC, λex 380 

nm λém 460 nm) ou le 7-amino-4-trifluorométhylcoumarine (AFC, λex 405 nm λém 500 nm) en 

fluorimétrie et le p-nitroanilide (pNa, Abs : 405-410) en colorimétrie. 
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IV.3.4. Inhibiteurs des caspases 

 

IV.3.4.1. Inhibiteurs cellulaires naturels 

 

Les inhibiteurs naturels de caspase dans les cellules de mammifères se regroupent en 

trois famille : les protéines anti-apoptotiques membres de la famille Bcl-2, FLIP et IAP. 

• La protéine FLIP  (FLICE Inhibitory Protein) régule le recrutement de la caspase-8 par les 

récepteurs de mort (Irmler et al., 1997). Cette protéine contient deux domaines effecteurs 

de mort cellulaire (DEDs) qui vont lui permettre de se lier aux pro-domaines des caspases -

8 ou -10 et ainsi empêcher leur recrutement aux récepteurs de mort, notamment les 

récepteurs TNF-R1 et Fas/CD95 (Okano et al., 2003) (Figure 27). FLIP a été décrit comme 

pouvant protéger de l'apoptose (Hu et al., 1997; Irmler et al., 1997; Srinivasula et al., 

1997; Rasper et al., 1998) ou induire l'apoptose (Han et al., 1997; Inohara et al., 1997; Shu 

et al., 1997) selon le type cellulaire considéré. Cependant, dans des conditions 

physiologiques, FLIP semble fonctionner comme un inhibiteur de la pro-caspase-8 (Figure 

10) et serait un important médiateur de NF-κB, protéine contrôlée par des signaux anti-

apoptotiques (Micheau et al., 2001). 

La protéine p53 dégrade FLIP via la voie ubiquitine-protéasome (Fukazawa et al., 2001). 

 

 

 

Figure 27 : Structure schématique  de la protéine FLIP. 

 

c-FLIP long a un domaine, homologue à celui des caspases-8 ou -10, nommé "caspase-like domain" et 

deux domaines DED. 

c-FLIP short a une homologie proche du virus FLIP, c’est-à-dire deux domaines DED uniquement. 
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• La protéine IAP  (Inhibitor of Apoptosis Proteins) représentent la seule famille 

d’inhibiteurs de caspases endogènes connus chez les mammifères (Figure 28). Les produits 

des gènes iap de mammifères, cIAP-1 et cIAP-2, interagissent avec le TNF-R et bloquent 

l’apoptose (Liston et al., 1996). Cinq protéines humaines apparentées à la famille IAP ont 

été identifiées : 

- NAIP (Liston et al., 1996) 

- cIAP-1 (Rothe et al., 1995) ou HIAP-2 (Liston et al., 1996) 

- cIAP-2 (Rothe et al., 1995) ou HIAP-1 (Liston et al., 1996) 

- XIAP (Liston et al., 1996) ou hILP (Duckett et al., 1996) 

- Survivine (Liston et al., 1996) 

Les protéines cIAP-1 et cIAP- 2 (cellular-IAP), XIAP (X-linked Inhibitor of Apoptosis 

Protein) peuvent lier et inhiber efficacement des caspases spécifiques telles que les 

caspases-3, -7 et -9, mais pas les caspases-1, -6, -8 et -10 (Deveraux et al., 1998). NAIP 

(Neuronal Apoptosis Inhibitor Protein), pour sa part, est incapable d'inhiber la caspase-9 

(Roy et al., 1997), mais peut inhiber la caspase-3 (Mercer et al., 2000). Les IAPs, à 

l'exception de la survivine, sont caractérisées par 3 domaines BIRs (Baculovirus IAP 

Repeats) dans leur partie N-terminale et une partie C-terminale contenant un domaine de 

doigt de zinc (RING finger) permettant les interactions protéine-protéine. Il semblerait 

que cIAP-1 et cIAP-2 puissent se lier à TRAF-1 et TRAF -2 grâce à leur motif BIR 

(Rothe et al., 1995; Roy et al., 1997). Ceci implique que les cIAPs puissent exercer des 

effets inhibiteurs sur l'activation des caspases en aval des récepteurs de mort (Wang et al., 

1998). Par ailleurs cIAP-1, cIAP-2 et XIAP ont été décrits comme des inducteurs de 

l'activation de NF-κB (Chu et al., 1997) : cette activation pourrait notamment contribuer 

à l'effet protecteur de NF-κB dans l'apoptose induite par le ligand TNFα (Wang et al., 

1998). Dans la voie mitochondriale, les IAP cellulaires se lient directement à la pro-

caspase-9, empêchant son activation et la formation de l’apoptosome avec le cytochrome 

c et l’APAF-1 (Deveraux et al., 1998 ; Zhang et al., 2004) (Figure 18). 

 

 

 

 

 

Figure 28 : Structure schématique de la protéine IAP 
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Il est à noter que la protéine Smac/Diablo est un inhibiteur des IAPs. Au cours de 

l'apoptose, la protéine Smac/Diablo est libérée de la mitochondrie et se lie aux IAPs qui ont 

pour rôle d’empêcher l’activation de la caspase-9. Cette fixation de Smac/Diablo sur IAP 

permet le bon déroulement de l’apoptose avec l’activation de la caspase-9 (Ravagnan et al., 

2002) (Figure 18). 

 

IV.3.4.2. Inhibiteurs de synthèse 

 

La première démarche a été de remplacer au niveau des substrats existants le 

groupement « rapporteur » (-AMC, etc…) par un groupement -CHO (aldéhyde) qui réagit 

avec le site catalytique de la protéase et bloque l’activité protéasique de l’enzyme. Les 

inhibiteurs Ac-XXXD-CHO ainsi obtenus, ont une action inhibitrice réversible. Le blocage de 

l’apoptose via l’inhibition des caspases avec ce type de composé, est donc très limité dans le 

temps. Le groupement -CHO a alors été remplacé par le groupement -FMK 

(FluoroMethylKetone) qui forment des liaisons covalentes irréversibles avec la caspase fixée 

(Duval et al., 2002 ; Bellet et al., 2004). Les composés de type z-XXXD-FMK sont des 

inhibiteurs irréversibles des caspases. En utilisant ce type d’inhibiteur on peut rechercher dans 

un système d’étude de l’apoptose si une augmentation d’activité caspase enregistrée est la 

conséquence (i) soit d’une augmentation de l’activité protéasique intrinsèque de l’enzyme (ii) 

soit d’une augmentation du nombre d’enzymes activées (Stennicke & Salvesen, 2000). 

Les inhibiteurs de type Ac-XXXD-CHO sont plutôt utilisés dans le dosage d’activité caspases 

au niveau d’extraits cellulaires, c’est-à-dire de protéines issues de cellules lysées ; alors que 

l’inhibiteur de type z-XXXD-FMK est plutôt utilisé pour bloquer in situ l’activation des 

caspases sur des cellules vivantes. 

Il existe actuellement un inhibiteur de type z-XXXD-FMK pour chaque activité caspase de 

mammifères décrite à ce jour. Ainsi, il est maintenant possible d’inhiber spécifiquement une 

activité caspase, sur des cellules en culture, sans avoir recours à des lignées génétiquement 

modifiées (Schlesinger et al., 2000). 
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IV.4. Autres mécanismes régulant l’apoptose 

 

IV.4.1. Apoptose caspase indépendante 

 

Ces dernières années, plusieurs mécanismes de mort cellulaire indépendants de la 

voie des caspases ont été proposés. L'utilisation d'inhibiteurs aspécifiques des caspases, 

comme z-VAD-FMK (Deas et al., 1998 ; Susin et al., 1999a), a permis de démontrer que 

l’apoptose se produit par des mécanismes dépendants des caspases, mais aussi par des 

mécanismes indépendants des caspases (Figure 29). 

L’équipe de Kroemer a mis en évidence un nouveau facteur, l’AIF  (Apoptosis 

Inducing Factor) et a montré que cette protéine est une molécule apoptogène libérée par la 

mitochondrie ; son clonage date seulement de 1999 (Susin et al., 1999a). L’AIF a une double 

fonction d’oxydoréductase et de facteur apoptogène. Cette protéine est séquestrée au niveau 

de l’espace intermembranaire mitochondrial, puis sous l’influence d’un stimulus apoptotique, 

elle est relarguée dans le cytosol (Figure 15). L’AIF est ensuite acheminée vers le noyau 

(Figure 18) où elle est capable d’induire, à elle seule, les modifications morphologiques 

caractéristiques de l’apoptose, telles que la condensation cytoplasmique et nucléaire, la 

fragmentation nucléaire de haut poids moléculaire en abscence d’activation des caspases 

(Susin et al., 1999a). Ces auteurs ont montré que les deux voies, celle dépendante de 

l’activation des caspases et celle de l’AIF, peuvent coexister dans certains modèles cellulaires. 

La voie de l’AIF a donc été qualifiée de voie caspase-indépendante. Cependant, depuis 

quelques années, deux théories s’opposent et instaurent un débat qui remet en question 

l’unicité de cette voie caspase-indépendante pour l’AIF. Effectivement, si il est 

majoritairement admis que la voie de l’AIF a un effet caspase-indépendant suite à son 

relargage par la mitochondrie après un stimulus direct (ou stress) sur cette dernière (Figure 

29), l’AIF peut aussi être relarguée dans le cytosol par la mitochondrie à la suite de la fixation 

sur la mitochondrie de la protéine Bid tronquée. Cette dernière a été préalablement activée 

après clivage par la caspase-2 ou la caspase-8 provenant de la voie des récepteurs (Susin et 

al., 1999b) (Figure 29). 

Ainsi, certains auteurs émettent aujourd’hui l’idée que le relargage de l’AIF puisse 

être aussi provoqué par l’activation d’une voie caspase-dépendante (Arnoult et al., 2003). 
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Figure 29 : Apoptose via AIF : voies caspase-dépendante et indépendante. 
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IV.4.2. Implication du réticulum endoplasmique dans l’apoptose 

 

La mitochondrie n’est pas le seul organite intracellulaire impliqué dans l’apoptose. 

Le réticulum endoplasmique (RE) intervient dans la rétention du calcium intracellulaire et le 

maintien de l’homéostasie calcique (Sambrook, 1990) : il est considéré comme une réserve de 

calcium intracellulaire. Le RE est essentiel à la survie de la cellule et toute perturbation de sa 

fonction induit un relargage de calcium conduisant à l’apoptose (Diaz-Horta et al., 2002). Les 

facteurs capables de perturber le fonctionnement du RE sont rassemblés sous le terme « ER 

stress ». Ces stress incluent l’inhibition de la glycosylation des protéines, la réduction de la 

formation des ponts di-sulfures protéiques, la chute du calcium intra-RE, le blocage du 

transport des protéines du RE à l’appareil de Golgi (Oyadomari et al., 2002). Ces stress 

inhibent toutes les fonctions cellulaires du RE. 

Les mécanismes déclencheurs de l’apoptose dépendante du RE ne sont pas 

clairement identifiés mais ils impliqueraient le calcium (Hajnoczky et al., 2003), ainsi que 

trois mécanismes d’induction de l’apoptose par le RE tels que CHOP, c-JUN NH2-terminal 

kinase (JUNK) et caspase-12 (Nakagawa et al., 2000 ; Oyadomari et al., 2002). 

 

Le relargage du calcium du RE à l’intérieur du cytosol est un facteur déclenchant 

l’apoptose (Breckenridge et al., 2003 ; Hajnoczky et al., 2003). De nombreuses enzymes 

cytoplasmiques impliquées dans l’apoptose sont calcium-dépendantes, comme par exemple 

les endonucléases, la calpain (cytosolic calcium-activated neutral cysteine endopeptidase) et 

la calcineurin. En plus du clivage de la caspase-12 et de Bcl-XL, la calpain serait également 

responsable du clivage de Bid et de Bcl-2. La calcineurin aurait pour rôle de déphosphoryler 

Bad qui migre alors vers la mitochondrie pour s’associer à Bcl-XL. La propagation du calcium 

vers la mitochondrie stimule la production d’ATP par l’activation des déshydrogénases 

calcium-dépendantes ; cependant une quantité excessive de calcium au niveau de la 

mitochondrie provoque l’apoptose en stimulant le relargage des protéines apoptogènes, et la 

production de ROS (Ajamieh et al., 2002). L’apoptose induite par le calcium est régulée par 

les membres de la famille de protéines Bcl-2. La protéine Bcl-2 aurait pour rôle de réguler la 

perméabilité des membranes du RE et la concentration calcique à l’intérieur de celui-ci 

(Rizzuto et al., 2003). La surexpression de Bcl-2 empêche un relargage trop important du 

calcium du RE. 
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Le premier mécanisme d’induction de l’apoptose par le RE implique le facteur de 

transcription CHOP (C/EBP homologus protein)/GADD153 (Growth Arrest Damage DNA 

induced gene p53) qui est un membre de la famille C/EBP (Element Binding Protein). Ce 

facteur de transcription n’est pas ou peu exprimé dans les conditions physiologiques, mais à la 

suite d’un stress au niveau du RE (ER stress), il est fortement exprimé (Wang et al., 1996). 

Cette surexpression provoque l’arrêt du cycle cellulaire et l’apoptose (Barone et al., 1994 ; 

Forus et al., 1994). Bien que le mécanisme précis ne soit pas encore connu, lors du processus 

apoptotique, CHOP augmente et active l’expression d’un certain nombre de gènes appelés 

DOCs (Downstream of CHOP) et notamment la carbonic anhydrase VI (Kawahara et al., 

2001). Cette dernière activerait elle-même l’apoptose via une augmentation intracellulaire de 

la concentration en protons et une diminution du pH intracellulaire (Sok et al., 1999). 

L’activité du facteur pro-apoptotique Bax est élevée à pH bas. Des fibroblastes déficients en 

Bax et Bak sont résistants au stress du RE, ce qui suggère l’implication de Bax et Bak dans 

l’apoptose via le RE (Wei et al., 2001). De plus, il a été démontré que CHOP sous-régule 

l’ARNm de bcl-2 dans les cellules M1 (myeloblastic leukemia cells), ce qui favorise le 

processus apoptotique. Pourtant, CHOP pourrait induire l’apoptose selon un mécanisme 

indépendant de la protéine p53 (Matsumoto et al., 1996) et il pourrait agir sur les membres de 

la famille Bcl-2, sans passer par cette protéine p53. 

 

Le second mécanisme d’induction de l’apoptose par le RE s’effectue par l’activation 

de la kinase c-JUN (JUNK). Cette enzyme participe à la décisison de la cellule de choisir 

entre la vie et la mort (§ IV.1.1.1.2. - Figure 10), c’est-à-dire qu’elle peut être impliquée dans 

des réponses cellulaires opposées, comme la différenciation et la prolifération, ou l’apoptose. 

Son activité dépend fortement du type cellulaire. JUNK a un rôle de régulateur 

transcriptionnel via les facteurs de transcription c-JUN/AP-1. Elle permet l’induction de 

l’expression des ligands Fas/CD95-L, TNFα ou de la protéine p53. 

JUNK possède aussi une activité de régulateur post-traductionnel par phosphorylation : cette 

activité permet l’inactivation de Bcl-2, Bcl-XL. Tous ces mécanismes peuvent fonctionner 

séparément ou coopérer pour induire l’apoptose. Le rôle de JUNK sur p53 est controversé : 

elle serait capable d’une part de favoriser la dégradation de p53 et d’autre part, par 

phosphorylation, elle empêcherait sa dégradation. Ainsi, JUNK régulerait la demi-vie de p53 

(Herr & Debatin, 2001). 
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Le troisième mécanisme met en jeu la caspase-12 qui est localisée spécifiquement 

sur la membrane cytosolique du RE (Nakagawa et al., 2000). Cette caspase n’est pas 

impliquée dans les voies apoptotiques extrinsèque et intrinsèque (Oyadomari et al., 2002). La 

pro-caspase 12 est activée lorsque les cellules sont traitées avec des agents capables d'induire 

un stress du RE comme la tunicamycine par exemple (Welihinda et al., 1999). Des souris ne 

possédant pas de caspase-12 sont résistantes au stress impliquant le RE. 

Cette caspase serait activée par la calpain, par IRE1α (type I transmembrane endonuclease 

localized in the RE) / TRAF-2 et par la caspase-7 (Nakagawa & Yuan, 2000 ; Yoneda et al., 

2001 ; Rao et al., 2001). La calpain activée serait responsable du clivage de la pro-caspase-12 

et de Bcl-XL, activant ainsi la caspase-12 et inhibant Bcl-XL. Une augmentation de calcium 

cytosolique pourrait donc activer la caspase-12. La protéine TRAF-2 pourrait être responsable 

du recrutement et de l’activation de la caspase-12 (Yoneda et al., 2001). La translocation de la 

caspase-7 au niveau du RE est décrite à la suite d’un stress du RE (Rao et al., 2001), et 

pourrait donc aussi activer par clivage la caspase-12. 

En 2003, Hajnoczky et coll. démontrent que la surexpression de Bak ou Bax induit un 

relargage de calcium, ce qui indique qu’il pourrait y avoir une redistribution précoce de Bax 

et Bak au niveau des membranes du RE, lors de l’apoptose. Plus récemment, en 2003, Zong et 

coll. corroborent ces travaux et démontrent que Bax et Bak sont bien localisés au niveau des 

membranes du RE et que dans des cellules déficientes en Bax et Bak, la pro-caspase-12 ne 

peut être clivée et par conséquent activée. Bax et Bak sont responsables de l’activation de la 

caspase-12 via une baisse progressive de calcium intra-RE. Bien que le rôle de la caspase-12 

dans l’induction de l’apoptose ne soit pas encore bien établi, ces auteurs concluent que Bax et 

Bak initient l’activation de cette caspase. Il est à noter que le rôle de Bak est différent en 

fonction de sa localisation cellulaire : lorsque Bak est localisé au niveau des membranes 

mitochondriales, il favoriserait l’activation de la caspase-7 et le clivage de la PARP ; lorsque 

Bak est localisé au niveau des membranes du RE, il induit l’activation de la caspase-12. Nous 

ne savons pas aujourd’hui pourquoi la caspase-12 est activée uniquement après des stimuli 

apoptotiques sur le RE ; sa localisation intra-RE est peut-être l’explication. Mais cette caspase 

semble être essentielle pour l'apoptose RE-dépendante ce qui en fait une cible 

pharmacologique potentielle. 
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IV.4.3. Suppresseur de tumeur p53 et apoptose 

 

Le suppresseur de tumeur p53 est l’une des plus importantes molécules intervenant 

dans la régulation de la prolifération cellulaire. Elle protège les cellules d’une prolifération 

tumorale accrue. Elle joue un rôle central dans la réponse cellulaire au stress génotoxique. 

L’inactivation de p53 est une étape importante de la carcinogénèse. Des mutations 

inactivatrices de p53 ont été observées dans plus de 50 % des tumeurs humaines (May & 

May, 1999). La protéine p53 se comporte en suppresseur de tumeur en induisant l’arrêt de la 

prolifération cellulaire ou l’apoptose, en s’accumulant dans le noyau en réponse à un grand 

nombre de stress cellulaires (exposition aux agents endommageant l’ADN, hypoxie, déficit en 

nucléotides, activation oncogénique inappropriée, etc…) (Figure 30). Les réponses à ces 

stress empêcheraient la propagation des cellules comportant un ADN endommagé et 

présentant un potentiel oncogénique. Ce rôle de p53 comme « gardien du génome » est 

probablement la raison pour laquelle p53 est la cible de mutations dans plus de 50% de tous 

les cancers humains (Levine, 1997). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 30 : Activation de la protéine p53 
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IV.4.3.1. Généralités 

 

IV.4.3.1.1. Structure de la protéine p53 
 

Le gène p53, situé sur le bras court du chromosome 17, code une protéine de 53 KDa 

présente dans toutes les cellules de l'organisme ; cette protéine a une durée de vie très courte 

(20 minutes en moyenne). Elle est en quantité faible, voir même indétectable dans les cellules 

ou les tissus normaux, alors que son expression augmente dans les cellules malignes. Chez 

l'Homme, cette protéine est un facteur de transcription constitué de 393 acides aminés et 

comportant 5 domaines spécifiques très conservés (May & May, 1999) (Figure 31) : 

1. Un domaine N-terminal (résidus 1-42) ou domaine de transactivation, nécessaire à son 

interaction avec la machinerie transcriptionnelle ; cette dernière est composée des 

protéines TFIID (Transcription Factor II D), de TBP (Tata Binding Protein-TAFs) et de 

TFIIH (Transcription Factor II H). Cette machinerie transcriptionnelle se comporte 

comme un complexe qui régule positivement l’expression des gènes. Ce domaine N-

terminal comprend aussi une zone très conservée, boîte 1 (résidus 13-23) impliquée 

dans la régulation de la stabilité de p53, et une séquence d’exportation nucléaire ou NES 

(Nuclear Export Signal) (résidus 11-27). 

2. Un domaine riche en résidus proline, contenant plusieurs copies du motif PXXP 

(résidus 63-97), nécessaire à la stabilisation de p53 ; ce domaine interviendrait aussi 

dans l’apoptose (Venot et al., 1998). 

3. Un domaine central de fixation à l’ADN très conservé (résidus 102-292), où se situent 

la plupart des mutations, inactivant p53, retrouvées dans différents types de cancers 

humains. 

4. Un domaine de tétramérisation (résidus 323-356) qui facilite la fixation spécifique de 

p53 à l’ADN. Ce domaine comporte aussi une séquence d’exportation nucléaire ou NES 

(résidus 340-351) et une séquence de localisation nucléaire ou NLS (Nuclear 

Localization Signal) (résidus 300-323 (Gottifredi & Prives, 2001). La protéine p53 

active est un tétramère dont l’oligomérisation est essentielle à sa fonction de supresseur 

de tumeurs (May & May, 1999). 

5. Un domaine C-terminal (résidus 363-393) qui inhibe la fixation spécifique de p53 sur 

l’ADN et où se trouve d’autre NLS. 
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Figure 31 : Domaines structuraux et fonctionnels de la protéine p53 

*  les principales protéines cellulaires capables de se lier à p53 

 

IV.4.3.1.2. Régulation de la protéine p53 
 

En réponse à un dommage de l’ADN, comme l’irradiation aux UV par exemple, p53 

subit des modifications post-traductionnelles, comme des phosphorylations ou des 

acétylations, ayant pour conséquence l’accumulation de cette dernière dans le noyau où elle 

agit comme facteur de transcription. Il a été démontré que p53 provoque l’arrêt du cycle 

cellulaire ou l’apoptose (Meek, 1997) (Figure 32). Ces deux processus assurent l’intégrité du 

génome, éliminent les cellules génétiquement altérées et inhibent le développement tumoral, 

d’où le nom de « gardien du génome ». 
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Les premiers travaux sur p53 ont démontré que, après exposition des cellules à des 

agents endommageant l’ADN, le taux intracellulaire de celle-ci augmentait. Cette 

augmentation est due à une stabilisation de p53 par des modifications post-traductionnelles 

(phosphorylation) et non à une augmentation de la transcription du gène p53 (Kastan et al., 

1992 ; Zhan et al., 1993 ; Kurosawa et al., 2002). p53 régule la transcription de nombreux 

gènes impliqués soit dans les mécanismes d’arrêt de la prolifération cellulaire, soit dans la 

mort cellulaire. Un ensemble croissant de données suggère que la phosphorylation de p53 sur 

de multiples acides aminés permet son activation, et le choix vers un arrêt du cycle cellulaire 

ou vers l’apoptose (Meek, 1997). La phosphorylation, mais aussi l’acétylation, sont 

caractéristiques des modifications post-traductionnelles de p53, conduisant à son activation 

(Leblanc & May, 2002). 

Les sites de phosphorylation se situent dans les régions N-terminale et C-terminale 

de la protéine. La plupart des sites N-terminaux sont regroupés dans le domaine de 

transactivation de la protéine (résidus 4, 6, 9, 15 et 37), une région essentielle pour son 

interaction avec d’autres protéines. Dans la partie C-terminale, deux sites de phosphorylation 

ont été identifiés en position sérine 315 et 392, et ces phosphorylations permettent la 

régulation de la liaison de p53 à l’ADN. 

Plusieurs protéines kinases sont activées suite à des lésions sur l’ADN et sont capables 

de phosphoryler p53 in vitro. Elles pourraient participer in vivo à son activation. Ces kinases 

sont regroupées en fonction de leur site de phosphorylation sur p53 : 

• Phosphorylation activatrice de p53, en N-terminal 

- DNA-PK (DNA-activated Protein Kinase) joue un rôle essentiel dans les réparations 

de l’ADN double brin. Elle phosphoryle de nombreuses protéines impliquées dans 

l’arrêt du cycle cellulaire dont les sérines 15 et 37 de p53 (Lees-Miller et al., 1992). 

- ATM-K (Ataxia Telanglectasia Mutated Kinase) est impliquée dans l’induction et la 

stabilisation de p53 en la phosphorylant sur la sérine 15 (Siliciano et al., 1997). 

• Phosphorylation régulant la fixation de p53 à l’ADN, en C-terminal 

- PKC (Protein Kinase C) phosphoryle sur les sérines 376 et 378 et augmente ainsi la 

fixation spécifique de p53 à l’ADN (Meek, 1997). 

- CK II (Casein Kinase II) favorise la tétramérisation de p53 par phosphorylation sur la 

sérine 392 (Sakaguchi et al., 1997). 

• Acétylation et rôle dans la fixation spécifique de p53 à l’ADN 

- L’acétylation de la lysine 320 par PCAF (p300/CBP Associated Factor) et/ou les 

lysines 373 et 382 par p300/CBP (CREB Binding Protein) contribue également à 
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l’activation de p53. Il a été suggéré que la phosphorylation des sérines 15, 33 et 37 

permettrait l’acétylation de résidus lysines de la région C-terminale, au moyen d’un 

recrutement accru de PCAF et p300/CBP (Prives & Manley, 2001). Ceci favoriserait la 

fixation spécifique de p53 à l’ADN. 

 

Un autre moyen de réguler p53, ainsi que sa stabilité, se fait par la complexation de 

p53 avec la protéine régulatrice MDM2 (Murine Double Minute 2) (Momand et al., 1992) ou 

HDM2 (Human Double Minute 2), homologue humain clôné (Chen et al., 1993). Cette 

protéine a pour fonction, une fois fixée sur p53, de dégrader cette dernière et d’empêcher son 

expression. 

En effet, p53 régule la transcription du gène mdm2 en se fixant sur le promoteur de ce gène, 

formant l’ARNm correspondant. Ce dernier migre dans le cytoplasme pour former la protéine 

MDM2. Cette protéine va dans le noyau pour fixer p53 et former ainsi le complexe 

MDM2/p53. Une fois formé, ce complexe a pour fonction de diminuer la quantité de p53 :  

- il est capable d’inhiber la transcription de p53 (Fuchs et al., 1998) (Figure 33-1) ;  

- il permet aussi, après migration dans le cytoplasme, la dégradation protéolytique de p53 

grâce au protéasome par la voie de l’ubiquitine (Haupt et al., 1997) (Figure 33-2) . 

Ainsi, après association à p53, MDM2 contrôle à la fois l’expression de p53 et son taux intra-

cellulaire (Ryan et al., 2001) (Figure 33). 

 

Figure 33 : Régulation de p53 par MDM2 
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IV.4.3.2. Fonctions de p53 : arrêt du cycle cellulaire et/ou apoptose 

 

Le gène suppresseur de tumeur p53 empêche la réplication de l’ADN endommagé, 

soit en inhibant la progression des différentes phases du cycle cellulaire, soit en provoquant la 

mort cellulaire par apoptose. 

 

IV.4.3.2.1. Le cycle cellulaire 
 

1. Généralités 
 

Le cycle cellulaire est un ensemble de mécanismes conduisant à la réplication du 

génome et à la duplication de la cellule. Le terme "cycle" définit la répétabilité de ces 

mécanismes permettant le maintien d’une information génétique constante en quantité et en 

qualité, de génération en génération. La progression dans les différentes phases du cycle 

cellulaire peut s’arrêter à des moments clés en fonction de signaux extérieurs (manque de 

facteurs mitotiques, présence de facteurs anti-mitotiques) ou intérieurs (niveau énergétique, 

intégrité du génome). L’arrêt du cycle peut être momentané, durable ou conduire à la 

destruction de la cellule par apoptose si l’ADN subi des dommages irréversibles. 

 

Le cycle cellulaire est divisé en 4 phases : G1, S, G2 et M. A ces quatres phases 

s’ajoute la phase G0 ou phase de quiescence qui est un laps de temps, en début de phase G1, 

pendant lequel la cellule est sensible aux conditions extérieures : elle devient quiescente en 

attendant des conditions favorables (Figure 34). La régulation de la division cellulaire est 

d’une grande complexicité car il existe des cascades de réactions inter-dépendantes dont il est 

difficile de situer le point de départ. 

La mitose (M), phase pendant laquelle la cellule se divise, est précédée des phases G1, S et 

G2 au cours desquelles la cellule accumule le matériel nécessaire (protéines, ADN …) à la 

naissance de deux cellules-filles. Pendant la phase G1, il y a accumulation de protéines 

nécessaires à la synthèse de l’ADN et pendant la phase G2, il y a synthèse de protéines qui 

permettront la séparation et la migration des chromosomes. Au cours de la phase S, l’ADN 

polymérase III est responsable de la réplication de l’ADN (Lodish et al., 1997). 
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Ces phases sont décrites ci-après : 

 

1. Phase G1 (G = gap ou intervalle) : synthèses protéiques nécessaires à la phase S 

2. Phase S ou de synthèse : réplication de l’ADN effectuée grâce à l’ADN polymérase III 

3. Phase G2 ou pré-mitotique : synthèses protéiques nécessaires à la séparation et à la 

migration des chromosomes 

4. Phase M ou mitotique : division cellulaire proprement dite comprenant 6 étapes 

♦ Prophase : le noyau de la cellule contenant les chromosomes est visible 

♦ Prométaphase : rupture de l’enveloppe nucléaire et organisation des microtubules 

♦ Métaphase : les chromosomes migrent le long des microtubules pour former la 

plaque équatoriale 

♦ Anaphase : migration des chromosomes le long des microtubules vers les deux pôles 

de la cellule 

♦ Télophase : une enveloppe nucléaire se forme aux deux pôles de la cellule 

♦ Cytodiérèse : la cellule mère se divise pour former deux cellules filles ayant le même 

contenu en ADN. 

 

Le cycle cellulaire est contrôlé au niveau des transitions G1/S, G2/M et M/G1 par 

des complexes protéiques formés par l’association d’une cycline et d’une protéine kinase 

cycline-dépendante ou CDK (Cyclin-Dependant protein Kinase). Cette association est 

constituée de deux sous-unités : une sous-unité catalytique appartenant à la famille des CDK 

et une sous-unité régulatrice de la famille des cyclines. Ces cyclines sont responsables de la 

spécificité de substrat des complexes cycline / CDK (Sherr, 1996). 

A ce jour, neuf CDK ont été identifiées dans les cellules animales, et seulement quatre 

participent activement à la régulation du cycle cellulaire (CDK 1, 2, 4, et 6). 

De même, il existe neuf cyclines identifiées (cyclines A à I) et seules les cyclines A, B, D et E 

sont impliquées dans la régulation du cycle cellulaire. Ce sont des protéines labiles dont la 

concentration varie au cours du cycle cellulaire. Elles sont donc régulées au niveau de leur 

transcription et de leur dégradation. 
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Figure 34 : Représentation schématique de la régulation du cycle cellulaire. 

 

 

Les quatre complexes cycline / CDK, indispensables au bon fonctionnement du cycle 

cellulaire sont respectivement les suivants (Figure 34) : 

- Les complexes cycline D / CDK4 et cycline D / CDK6 régulent la transition G1/S. 

La quantité de cycline D varie très peu au cours du cycle. 

- Le complexe cycline E / CDK2 est essentiel au passage du point de contrôle R et 

donc à l’entrée dans la phase S. Il induit la synthèse des protéines nécessaires à la réplication 

de l’ADN. La cycline E augmente en début de phase G1 et diminue à l’entrée de la phase S. 

- Le complexe cycline A / CDK2 initie la réplication de l’ADN. La cycline A 

apparaît en fin de phase G1 et son expression diminue en début de phase M. 

- Le complexe cycline B / CDK1 initie les modifications cellulaires nécessaires à 

l’accollement des chromatides au fuseau mitotique et permet la division cellulaire. La cycline 

B augmente en fin de phase G2, atteint son maximum en métaphase, et chute en fin de mitose 

lors de la cytodiérèse (Teyssier et al., 1999). 
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Pour être actifs, les complexes cycline / CDK doivent être phosphorylés par le 

complexe CAK (CDK Activating Kinase) : cette phosphorylation se fait sur une thréonine, 

proche du site actif de la sous-unité catalytique (CDK). A l’inverse, les complexes sont 

inactivés par une nouvelle phosphorylation des CDKs par les kinases WEE1 et MYT1, ou par 

déphosphorylation par des phosphatases (CDC25 par exemple). Leur régulation, par 

phosphorylation et par déphosphorylation, permet l’accumulation de complexes inactifs qui 

peuvent être activés très rapidement à des moments clés du cycle. 

Les inhibiteurs de CDK ou CKI (Cyclin Kinase Inhibitor) exercent un contrôle 

négatif réversible sur certains complexes cycline / CDK (Sherr & Roberts, 1999). Ils sont 

répartis en deux familles : 

- Les membres de la famille INK4 (p15INK4b, p16INK4a, p18INK4c et p19INK4d = p19ARF) 

qui inhibent spécifiquement CDK4 et CDK6 en empêchant leur liaison avec la cycline 

D. 

- Les membres de la famille Cip/Kip (p21WAF/CIP1, p27KIP1 et p57KIP2) qui inhibent les 

complexes cycline E/CDK2 et cycline A/CDK2 par simple liaison. 

 

2. p53 : arrêt du cycle cellulaire et molécules impliquée 
 

La protéine p53 peut conduire à l’arrêt du cycle cellulaire aux points de transition 

entre G2 et M et entre G1 et S (North & Hainaut, 2000). 

� Arrêt en G2/M : p53 régule la transcription du gène 14-3-3σ. La synthèse de la 

protéine 14-3-3σ est en partie responsable de l’arrêt du cycle cellulaire en phase G2 

(Hermeking et al., 1997) (Figure 34). 

 

� Arrêt en G1/S : la protéine p53 active, stoppe la progression du cycle cellulaire à la 

transition G1/S suivant deux mécanismes distincts : 

- le premier mode d’action de p53 implique une interaction directe avec d’autres 

protéines jouant un rôle essentiel dans la réplication de l’ADN telles que RPA (Replicon 

Protein A), ce qui empêche l’initiation de la réplication de l’ADN (Dutta et al., 1993). Ces 

interactions protéines-protéines sont responsables d’un arrêt du cycle cellulaire très 

rapidement après que l’ADN soit endommagé. 

- dans le deuxième mode d’action, une fois p53 phosphorylée, elle régule la 

transcription de nombreux gènes cibles, qui deviennent des partenaires de p53 dans l’arrêt du 
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cycle cellulaire. Parmi ces gènes, on distingue le gène WAF1/CIP1 codant pour la protéine 

p21, le gène gadd45 (Growth-Arrest DNA-Damage), ainsi que le régulateur négatif mdm2. 

• p21 : la protéine p21, nommée aussi WAF1, CAP20, Cip1 et Sdi1, fait partie de la 

famille des CKIs qui comprend aussi les protéines p27 et p57. Ces trois CKIs 

contiennent un domaine de liaison à PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) dans 

la région C-terminale. Les CKIs possèdent aussi une région N-terminale conservée qui 

est indispensable et suffisante à l’inhibition des complexes cyclines / CDK. Les CKIs 

se lient aux complexes cycline / CDK afin d’inhiber leur activité, et empêcher la 

progression dans les différentes phases du cycle cellulaire. 

La protéine p21 est nécessaire pour la réplication et la réparation de l’ADN. Dès que 

l’ADN est endommagé, p53 exprime le gène p21. La protéine p21 a pour fonction 

d’inhiber le complexe cycline D/CDK2, permettant ainsi l’arrêt du cycle cellulaire en 

phase G1 et favorisant la réparation de l’ADN. Le complexe cycline D/CDK2 a pour 

rôle, quand il n’est pas inhibé par p21, de phosphoryler les membres de la famille de 

protéines Rb (rétinoblastome). Ces membres sont des régulateurs négatifs de la 

transition de la phases G1 à la phase S du cycle cellulaire. Une fois phosphorylé, Rb se 

détache de la protéine E2F qui devient alors active. Ce dernier peut alors transcrire des 

gènes régulant le passage de la phase G1 à la phase S, et permettre ainsi le bon 

déroulement du cycle cellulaire (Coats et al., 1999) (Figure 35). 

 

• GADD45 : comme p21, GADD45 est régulée par p53 (Figure 37) ; GADD45 est 

capable de se complexer avec des protéines CDK et PCNA, inhibant ainsi la synthèse 

d’ADN, mais aussi activant la réparation par excision de nucléotides (Smith et al., 

1996). 

• MDM2 : la protéine MDM2 stimule la libération du facteur de transcription E2F en se 

complexant à Rb. Elle peut aussi s’associer avec E2F libérée, et permettre l’activation 

des gènes cibles de E2F. MDM2 a donc la capacité de supprimer le blocage en G1 en 

agissant simultanément sur p53 et Rb/E2F (Haines, 1997). 

� NB : p19 : la fixation de la protéine p19ARF (Alternate Reading Frame) sur p53 

stabilise et active le facteur de transcription de p53. p19 se complexe avec MDM2 et 

induit la dégradation de MDM2 favorisant ainsi l’arrêt en G1 (Pomerantz et al., 

1998). 
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Figure 35 : Représentation schématique de l’arrêt du cycle en G1 par p53 via p21 

 

Il existe toutefois un mécanisme indépendant de p53 qui induit l’arrêt du cycle en 

G1 : TGF-β (Transforming Growth Factor). Ce dernier est un puissant inhibiteur de la 

prolifération cellulaire et agit en induisant une surexpression des CKIs comme p16, p21, p27 
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La figure 36 regroupe toutes les étapes en amont et en aval de l’implication de p53 

dans l’arrêt du cycle celluaire en phase G1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 36 : Implication de p53 et de TGF- β dans l’arrêt en phase G1 du cycle 

cellulaire. 

 

3. p21 et apoptose 
 

En plus de son rôle important dans l’arrêt du cycle cellulaire, la protéine p21 pourrait 
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réponse à des signaux tels que le TGF-β, le TNFα ou l’IFNγ (Interferon) (Gartel & Tyner, 

2002). 

Dans des lignées cancéreuses traitées par des agents endommageants l’ADN, p21 

provoque l’arrêt du cycle cellulaire suivi de l’apoptose induite par l’activation de la caspase-
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expression de p21 engendrerait une fonction apoptotique. Dans des lignées hépathiques 

humaines Hep3B déficientes en p53, la sur-expression de p21 provoque l’induction de Bax, 

modulant ainsi le rapport Bax/Bcl-2 dans ces cellules (Gartel & Tyner, 2002). L’expression 

de p21 indépendante de p53 est observée après la liaison de Fas sur son récepteur dans des 

lymphocytes T alors que dans des thymocytes déficients en p21, une baisse de l’apoptose Fas-

dépendante est observée (Gartel & Tyner, 2002). 

Tous les auteurs, précédemment cités, présentent la sur-expression de p21 comme 

étant responsable du processus apoptotique. Néanmoins, le mécanisme par lequel p21 pourrait 

induire l’apoptose est encore méconnu ; en revanche, les cellules utilisées n’ont pas toujours 

de protéines p53 fonctionnelles. 

De même, une diminution de l’apoptose est observée dans certaines cellules déficientes en 

p21. Ainsi il est suggéré que p21 pourrait agir avec des protéines composant la machinerie de 

réparation de l’ADN. 

Il est à noter que les études décrivant les propriétés pro-apoptotiques de p21 sont 

encore peu nombreuses par rapport à celles décrivant p21 comme une molécule anti-

apoptotique (Gartel & Tyner, 2002). 

 

IV.4.3.2.2. p53 et apoptose 
 

La protéine p53 régule une grande variété de gènes dont les produits protéiques sont 

impliqués dans l’arrêt du cycle cellulaire et/ou l’apoptose (Bargonetti & Manfredi, 2002) 

(Figure 37). Comme nous l’avons préalablement décrit, elle peut conduire à un arrêt du cycle 

cellulaire en phase G1 par activation de la protéine p21, ou en phase G2 par le cofacteur 14-3-

3σ. 

La protéine p53 est aussi impliquée dans la réparation de l’ADN via GADD45. 

Cette protéine p53 peut également réguler la transcription des gènes tels que Bax, Bcl-2, Bcl-

XL, TGFα, Fas, FasL, DR5, Apaf-1, NOXA (ou APR (ATL-derived PMA-responsive 

peptide)) (Oda et al., 2000) et PUMA (P53-Upregulated Modulator of Apoptosis) (Nakano & 

Vousden, 2001), tous impliqués dans le processus apoptotique. 
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Figure 37 : Exemples de gènes régulés par p53 

 

La protéine p53 possède des fonctions pro-apoptotiques indépendantes de sa fonction 

transcriptionnelle, comme le laisse penser sa relocalisation sur les récepteurs de mort à la 

surface de la cellule et son rôle direct sur la mitochondrie (Ryan et al., 2001) ; toutefois, ces 

mécanismes d’action sont mal connus aujourd’hui. 

L’induction de l’apoptose par p53 se fait via la voie des récepteurs de mort et la voie 

mitochondriale : 

- La protéine p53 pourrait provoquer la re-localisation de ces récepteurs à la surface des 

cellules (Bennett et al., 1998) et agir ainsi sur la voie extrinsèque par régulation des gènes Fas 

(Owen-Schaub et al., 1995) et DR5 (Récepteur de mort) (Sheikh et al., 1998) (Figure 32). 

- La protéine p53 induit également l’apoptose en sur-régulant des gènes impliqués dans la 

voie mitochondriale. Elle sur-exprime Bax et sous-régulerait Bcl-2 (Miyashita et al., 1994 ; 

Chipuk et al., 2004) et aurait alors un rôle direct sur la mitochondrie (Marchenko et al., 2000) 

où elle pourrait réguler la trancription des gènes par liaison directe avec l’extrémité 5’ non 

transcrites des ARNm (Miller et al., 2000) (Figure 38). 
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Figure 38 : Représentation schématique des voies apoptotiques induites par p53 

 

Il est à noter que la protéine p53 peut également induire l’apoptose en augmentant la 

production de radicaux libres (ROS) après s’être ancrer au niveau de la mitochondrie 

(Johnson et al., 1996), ce qui précèderait la libération du cytochrome c et l’activation de la 

caspase-3 (Sansome et al., 2001). 

Le relargage du calcium du RE, induit par p53, pourrait sensibiliser la mitochondrie 

et initier l’activation de la voie apoptotique des récepteurs p53-dépendant (Breckenridge et 

al., 2003) (Figure 38). 
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mort ou encore la voie intrinsèque mitochondriale. Nous étudierons ces voies au cours de 

l’apoptose induite par l’acide ursolique sur les deux lignées cellulaires de la peau HaCaT et 

M4Beu. 
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I. Acide Ursolique 

 

L’acide ursolique, conditionné sous forme de poudre blanche (Sigma, référence : U-

6753), est conservé à 4°C. 

Une solution mère d’acide ursolique est préparée à la concentration 10-2 M dans du 

diméthylsulfoxide stérile (DMSO, Sigma), puis stockée à température ambiante et à 

l’obscurité. Cette solution mère est utilisée pour la réalisation des différentes dilutions pour 

nos expérimentations. 

 

II. Culture cellulaire 

 

II.1. Lignées cellulaires 

 

Nous avons étudié les effets pro-apoptotique de l’acide ursolique sur deux types de 

cellules : 

- les cellules HaCaT dérivées de kératinocytes humains ; 

- les cellules M4Beu issues d’un mélanome humain. 

 

II.1.1. Lignée cellulaire HaCaT 

 

Les cellules HaCaT nous ont été fournies par le Professeur N.E. Fusenig (DKFZ, 

Heidelberg, Allemagne). Cette lignée cellulaire a été développée à partir de kératinocytes 

humains : ceux-ci ont été immortalisés après avoir été "cultivés" pendant plusieurs semaines à 

38,5°C avec un milieu de culture appauvri en ions calcium. Ces cellules ont une morphologie 

de type kératinocyte de l’épiderme (Figure 39) et correspondent à un modèle de lignée 

cellulaire in vitro significatif pour étudier les cancers humains de la peau, sans être pour 

autant considérées comme carcinogène (Fusenig et al., 1998). 
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Figure 39 : Photographie de cellules HaCaT en culture. 

Coloration au Giemsa (noyau) et au May-Grünwald (cytoplasme).  

Grossissement x 400. 

 

 

Figure 40 : Photographie de cellules M4Beu en culture. 

Coloration au Giemsa (noyau) et au May-Grünwald (cytoplasme).  

Grossissement x 400. 
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II.1.2. Lignée cellulaire M4Beu 

 

Les cellules M4Beu nous ont été fournies par le Docteur J.C. Maurizis (INSERM 

UMR 484, Clermont-Ferrand, France). Ces cellules de l’épiderme sont issues d’une lignée 

cellulaire obtenue à partir d'une métastase ganglionnaire d'un mélanome humain. Elles sont de 

morphologie fibroblastique, et montrent une pigmentation cytoplasmique (Figure 40). Les 

cellules de la lignée M4Beu représentent un modèle de lignée maligne que nous pouvons 

qualifier de lignée cancéreuse (Dore et al., 1987). 

Bien que les lignées cellulaires HaCaT et M4Beu soient de structure, de taille et de 

morphologie différentes, elles présentent des analogies intéressantes pour nos 

expérimentations : elles se cultivent en monocouche et sont adhérentes. Leurs conditions 

d’entretien et leurs milieux de culture respectifs sont sensiblement identiques. 

 

II.2. Conditions de culture des lignées cellulaires étudiées 

 

II.2.1. Matériel 

 

Les cultures cellulaires sont effectuées dans des conditions stériles sous une hotte à 

flux laminaire (Flux France, France). Les boîtes de culture sont contrôlées quotidiennement 

sous un microscope inversé à contraste de phase (Nikon, France). Lors des manipulations, les 

pipettes et les cônes (Sarstedt, Allemagne) utilisés sont stériles et à usage unique. Les cultures 

et les différentes expérimentations sont effectuées dans des boîtes de culture (Sarstedt) de 80 

cm², et dans des plaques de 96 puits (Nunc, Danemark) ; elles sont placées dans un incubateur 

à 37°C, avec une atmosphère humide saturée en eau, et avec 5% de CO2. 

 

II.2.2. Milieux de culture 

 

Pour faciliter leur prolifération, les cellules sont entretenues à l’aide d’un milieu de 

culture complet, spécifique de la lignée étudiée. 

Pour la culture des cellules HaCaT, nous préparons un milieu complet constitué 

d’une solution Dulbecco’s modified Eagle’s medium, 25 mM HEPES (D-MEM, réf : 

42430025, Gibco BRL, Cergy-Pontoise, France). 
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Pour la culture des cellules M4Beu, nous préparons un milieu complet constitué 

d’une solution Eagle’s minimum essential medium, 25 mM HEPES (MEM, réf : 32360026, 

Gibco BRL, Cergy-Pontoise, France). 

A chacun des deux milieux, sont ajoutés les mêmes constituants : 

- 10% de sérum de veau fœtal (SVF, Gibco BRL) préalablement 

décomplémenté à 60°C pendant 30 minutes et contenant des facteurs de 

croissance, 

- 1% d’acides aminés non essentiels (100X, Gibco BRL), 

- 1% de L-glutamine (200 mM, Gibco BRL), 

- 1% de vitamines (100X, Gibco BRL), 

- 0,2% de pénicilline (100 U/ml, Gibco BRL), 

- 0,2% de streptomycine (100 µg/ml, Gibco BRL). 

 

Une fois réalisé, le milieu complet est stocké à 4°C. 

 

II.2.3. Ensemencement cellulaire 

 

Les cellules des lignées HaCaT et M4Beu sont adhérentes et cultivées en 

monocouche dans des boîtes de culture de 80 cm² contenant 10 ml de milieu de complet. Ce 

milieu doit être renouvelé tous les deux jours, afin de permettre une meilleure prolifération et 

un bon développement cellulaire par assimilation des nutriments essentiels. 

Les cellules sont ensemencées avec une densité de 1,5x106 de cellules par boîte de 

culture. Cette densité nous permet d’obtenir la confluence, c’est-à-dire un recouvrement total 

du support par les cellules en culture (ou tapis cellulaire), en trois ou quatre jours. 

La viabilité cellulaire est contrôlée, lors de l’ensemencement, par un comptage des 

cellules vivantes à l’aide de la technique d’exclusion du bleu trypan, sur un hémocytomètre de 

Malassez. 

 

II.2.4. Entretien cellulaire 

 

Quand les cellules sont à confluence, leur prolifération s'atténue et elles doivent être 

de nouveau ensemencées dans de nouvelles boîtes de culture. Pour cela, il est nécessaire de 

les détacher de leur support :  
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- Le tapis cellulaire est « lavé » par une solution tampon PBS (*) pour éliminer 

toute trace de milieu de culture. 

- Une solution de HBSS-EDTA (**) est ajoutée de façon à recouvrir le tapis 

cellulaire, pendant 1 minute. Cette solution "chélate" les ions Ca²+ et Mg²+ 

indispensables à l'adhésion intercellulaire, et favorise ainsi le décollement des 

cellules. 

- Puis, le surnageant HBSS-EDTA est retiré et remplacé par 2 ml de trypsine-

EDTA 1X (***) pour une boîte de culture de 80 cm². 

 

(*) Solution tampon PBS : Phosphate Buffer Salin (PBS, pH 7.4, Gibco BRL) 

(**) Solution HBSS-EDTA : Hank’s Balanced Salt solution – Ethylene-

diaminetetraacetic acid (50 mg EDTA (Sigma) dans 50 ml HBSS (Gibco BRL) 

(***) Solution Trypsine EDTA 1X : 0,5 g de trypsine porcine et de 0,2 g d’EDTA 

dans 100 ml de HBSS sans calcium et ni magnésium, Gibco BRL) 

 

Une fois placées dans l’incubateur, les cellules se décollent après deux ou trois 

minutes de contact avec la trypsine. Elles sont alors comptées sur un hémocytomètre de 

Malassez par la méthode d’exclusion du bleu trypan. Par boîte de culture, un nombre exact de 

cellules est à nouveau ensemencé avec du milieu complet, ou éventuellement congelées par 

cryogénisation dans l’azote pour y être conservées. 

Après ensemencement, une période de 24 heures est nécessaire aux cellules pour 

adhérer complètement sur le fond de la boîte de culture. Après cette période de 24 heures, le 

surnageant est retiré par aspiration, puis le milieu est renouvelé. 

Pour l’ensemble des expérimentations, les cellules seront exposées à la drogue après 

cette période de 24 heures. 
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III. Techniques d'étude de la prolifération cellulaire 

 

L’activité antiproliférative de l’acide ursolique sur les lignées cellulaires HaCaT et 

M4Beu est évaluée par la technique d’exclusion du bleu trypan et par la technique du MTT. 

 

III.1. Technique d'exclusion du bleu trypan 

 

III.1.1. Principe 

 

Pour évaluer l’activité antiproliférative de l’acide ursolique, nous avons utilisé la 

technique d’exclusion du bleu trypan. Les cellules vivantes, dont la membrane est intacte, 

sont imperméables aux colorants vitaux comme le bleu trypan, alors que les cellules mortes, 

qui ont perdu leur intégrité membranaire cytoplasmique, se colorent en bleu. 

 

III.1.2. Protocole opératoire 

 

Après décollement des cellules, une dilution de la suspension cellulaire est effectuée 

avec une solution de bleu trypan (0,2% dans du PBS). Après une homogénéisation au vortex 

de quelques secondes, la suspension cellulaire est disposée sur un hémocytomètre de 

Malassez ; les cellules vivantes, non colorées, sont comptées. 

 

III.2. Technique du MTT 

 

III.2.1. Principe 

 

Pour évaluer l’activité antiproliférative de l’acide ursolique, nous avons également 

utilisé la technique du MTT. 

Le MTT (bromure de 3-[4,5 diméthylthiazol-2-yl]-2,5-diphényltétrazolium), ainsi 

que d'autres sels de tétrazolium, est un colorant pouvant être réduit à différents niveaux de la 

chaîne respiratoire (Slater et al., 1963). Le MTT a été utilisé notamment pour visualiser et 

quantifier l'activité des lactate et malate déshydrogénases (Kellen & Krcméry, 1965 ; Laycock 

et al., 1965), ainsi que l'activité de la succinate déshydrogénase (Schanenstein & Hoffer-

Bergthaler, 1972). La réduction du MTT semble dépendre majoritairement de l'activité des 
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déshydrogénases mitochondriales (Mosmann, 1983), mais aussi des activités des 

déshydrogénases cytoplasmiques étroitement associées à la glycolyse (Vistica et al., 1991). 

Ces caractéristiques ont été appliquées à l'étude de la prolifération cellulaire (Green et al., 

1984 ; Denizot & Lang, 1986 ; Gerlier & Thomasset 1986; Alley et al., 1988). La réduction 

du MTT en formazan est habituellement analysée par colorimétrie dans des tests de 

cytotoxicité (Carmicheal et al., 1987 ; Pieters et al., 1991), en utilisant le protocole utilisé par 

Mosman en 1983. 

La technique du MTT est basée sur la réduction des sels de tétrazolium de couleur 

jaune, en cristaux de formazan violets, principalement par les déshydrogénases 

mitochondriales actives : cette conversion se produit uniquement dans les cellules vivantes. 

Les cristaux formés sont solubilisés dans le sodium dodécyl sulfate (SDS) ; la solution colorée 

résultante est quantifiée au lecteur ELISA. La quantité de formazan formée, déterminée par 

absorbance à 550 nm, est proportionnelle au nombre de cellules vivantes. 

 

III.2.2. Protocole opératoire 

 

Le MTT (5 mg/ml), préparé dans le tampon phosphate PBS ou dans une solution 

saline équilibrée de Hanks (HBSS) est stable à -20°C et à l'abri de la lumière. Il se conserve 

aussi à +4°C pendant un mois. La solution solubilisante à pH 7.4 (50 g de SDS dans 500 ml 

de PBS auquel est ajouté 445 µl de HCl à 0,01M) est stable à la température ambiante. 

Lors des études de prolifération, les cellules sont ensemencées dans des plaques 

stériles de 96 puits, avec une densité de 104 cellules et un volume final de 100 µl par puits. 

Après 24 heures d'incubation (durée nécessaire à l'adhérence cellulaire), le surnageant est 

retiré et différentes concentrations d’acide ursolique sont ajoutées. Les cellules sont laissées 

au contact de la drogue pendant 24 ou 48 heures, toujours dans les mêmes conditions 

environnementales (atmosphère humide, 37°C et 5% de CO2). Au terme de chaque durée 

d'exposition, 10 µl de MTT sont ajoutés dans chaque puits et une première incubation de 4 

heures est réalisée. Puis, 100 µl de SDS sont ajoutés dans chacun des puits avant une 

deuxième incubation de 4 heures. Une agitation est nécessaire pour compléter la solubilisation 

avant la quantification au lecteur ELISA (550 nm). 
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IV. Analyse du cycle cellulaire par cytométrie de flux (CMF) 

 

Nous avons utilisé cette technique pour déterminer quels étaient les effets de l’acide 

ursolique sur les différentes phases du cycle cellulaire lors de la prolifération des cellules 

HaCaT et M4Beu au cours des traitements par cette molécule. 

 

IV.1. Principe 

 

La cytométrie de flux (CMF) est une technique d’analyse et de tri d’éléments 

individuels dans un flux liquide, au rythme de plusieurs centaines par seconde (Goldberg, 

1980). Elle est adaptée à l’analyse in situ de plusieurs constituants cellulaires (acides 

nucléiques, lipides, protéines, etc…), et organites (lysosomes, mitochondries, etc…). Les 

paramètres étudiés sont quantifiés à partir des signaux émis par les organites isolés ou les 

cellules, après marquage à l’aide de molécules fluorescentes, en réponse à une excitation 

lumineuse.  

Le contenu en ADN des cellules est un paramètre fréquemment étudié en CMF pour 

estimer la forme et la taille de la cellule. Les analyses mettent en jeu des molécules 

fluorescentes spécifiques, généralement intercalantes, qui se lient de façon stoechiométrique à 

l’ADN. Ces analyses permettent ainsi d’obtenir une relation linéaire entre l’intensité de 

fluorescence émise par la cellule et son contenu en ADN (Kerker, 1982). Cette analyse 

quantitative de l’ADN a largement contribué à la connaissance du cycle cellulaire : elle 

permet d’estimer au mieux la répartition des cellules dans les différentes phases du cycle. 

 

IV.2. Protocole opératoire 

 

IV.2.1. Fixation des cellules 

 

Les cellules HaCaT et M4Beu sont ensemencées selon le protocole décrit 

précédemment. 

Au cours de la culture en présence d’acide ursolique, nous observons une proportion 

croissante de cellules qui se détachent du tapis cellulaire. Pour nos expérimentations, nous 

constituons un "pool" cellulaire regroupant les cellules du tapis et celles du surnageant. Les 



 139

cellules adhérentes sont décollées à l’aide de la trypsine et ajoutées aux cellules du 

surnageant, puis la suspension cellulaire est centrifugée à 1000 rpm pendant 10 minutes.  

Après avoir enlevé le surnageant, le culot cellulaire est homogénéisé avec 3 ml de 

PBS froid et de nouveau centrifugé pendant 10 minutes. Dans les mêmes conditions, un 

second lavage est réalisé avec du PBS, ainsi qu’une deuxième centrifugation. 

Après avoir enlevé le surnageant, le culot cellulaire est repris avec 300 µl de PBS, 

auquel sont ajoutés rapidement 700 µl d’éthanol (conservé à -20°C) afin de perméabiliser la 

membrane cellulaire et permettre ultérieurement l’incorporation de la Rnase, et de l’iodure de 

propidium comme marqueur. 

Les échantillons sont stockés à une température de -20°C pendant 12 heures. 

 

IV.2.2. Marquage du contenu en ADN de la cellule 

 

Les échantillons cellulaires sont placés à température ambiante 10 minutes avant la 

manipulation. Ils sont ensuite centrifugés à 1000 rpm pendant 10 minutes afin de retirer le 

surnageant. A deux reprises, les cellules sont lavées avec du PBS et centrifugées. Les culots 

cellulaires obtenus sont repris dans 1 ml de PBS, auquel on ajoute 60 µl de RNase A (*), afin 

d’éliminer les ARN et d’éviter toute interaction avec la molécule fluorescente employée. Les 

cellules sont incubées à température ambiante durant 20 à 30 minutes. Enfin, avant l’analyse 

en CMF, 50 µl d’iodure de propidium à 1 mg/ml (intercalant de l’ADN qui fluoresce dans le 

rouge, Molecular Probes, Pays-Bas) sont ajoutés à 1 ml de suspension cellulaire contenant 

environ 106 cellules. 

 

(*) RNase A : 25 mg (50 UI Kunitz, Roche Molecular, France) dans 2,5 ml de tampon Tris. 

Solution tampon Tris, à pH 7.6 : 0,12 g de Tris et 0,06 g de NaCl pour 10 ml d’eau stérile 

 

IV.2.3. Analyse 

 

L’analyse par CMF est réalisée au service commun de cytométrie de l’Université de 

Limoges à l’aide d’un analyseur-trieur Facs Vantage (Becton-Dickinson, USA) équipé d’un 

laser argon émettant à 488 nm et du logiciel Cell Quest (Becton-Dickinson, USA). 

Pour chaque échantillon, une analyse conditionnelle a été effectuée à l’aide d’un 

cytogramme FSC (Forward SCatter) versus SSC (Side SCatter), afin d’exclure les évènements 

correspondants aux débris de petite taille et aux agrégats. Un minimum de 2x104 cellules est 
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analysé par le logiciel Cell Quest (Becton-Dickinson, USA) en utilisant une amplification 

linéaire pour la fluorescence rouge émise par l’iodure de propidium. Cette dernière est 

recueillie à l’aide d’un filtre d’absorbance « passe-haut » de 600 nm (600 nm et au-delà). 

L’analyse de la répartition des cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire est 

réalisée par le logiciel ModFit LT (Verity Software House, Inc., USA), qui permet également 

l’exclusion des doublets cellulaires (ou cellules accolées) (Wersto et al., 2001). Il est 

primordial d’éliminer ces derniers lors de l’analyse : un doublet de deux cellules en G1 serait 

comptabilisé en phase G2 ou M de part son contenu global en ADN, ce qui fausserait 

l’interprétation des résultats. 

Les résultats de l’analyse du cycle cellulaire sont classiquement représentés comme 

indiqué sur la figure 41. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 41 : Représentation théorique de la répartition des cellules dans les différentes 

phases du cycle cellulaire en fonction de leur contenu en ADN.  

Abréviations : 

G1 : phase "gap 1" ; S : phase de synthèse ; G2 : phase "gap 2" ; M : mitose 

2n : quantité d’ADN dans la phase G1 ; 2n x2 : quantité d’ADN lors de la duplication 

en phase S ; 4n : quantité d’ADN doublée en phase G2.  
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V. Etude de l’expression des ARN messagers par la technique de 

RétroTranscription - Réaction de Polymérisation en Chaîne (RT-PCR) 

 

Sur des cellules HaCat et M4Beu traitées avec l’acide ursolique, nous avons utilisé la 

technique RT-PCR pour mettre en évidence l’expression des ARNm de différents gènes 

codant pour les protéines intervenant dans le cycle cellulaire et/ou dans l’apoptose. 

 

V.1. Principe 

 

La Reverse Transcription – Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) ou 

RétroTranscription – Réaction de Polymérisation en Chaîne est une technique semi 

quantitative permettant de déterminer et d’analyser la quantité relative de transcrits ou acides 

ribonucléiques messagers (ARNm) dans les cellules étudiées. Cette technique RT-PCR est 

une alternative à la technique de clonage pour amplifier l’ADN. Effectivement, elle permet 

d’obtenir in vitro, par réplication successive d'une matrice double brin d'ADN, de multiples 

copies d’un petit fragment d’ADN, à partir du moment où l’on peut disposer 

d’oligonucléotides complémentaires de ses extrémités pouvant servir d’amorces pour la 

réplication. 

La technique de RT-PCR peut se décomposer en quatre étapes : (i) l’extraction et le 

dosage des acides ribonucléiques totaux (ARN totaux) contenant les ARNm, (ii) la 

rétrotranscription de ces ARNm en acides désoxyribonucléiques complémentaires (ADNc), 

(iii) la réaction de polymérisation en chaîne de l’ADN en présence de polymérase, (iiii) la 

visualisation par électrophorèse de l’ADN amplifié. 

- L’extraction et le dosage des ARN totaux se fait par séparation des ARN totaux des 

protéines et de l’ADN à l’aide d’agents spécifiques après la lyse cellulaire. 

- La rétrotranscription (RT) permet de transcrire les ARNm en ADNc grâce à la 

transcriptase inverse ("reverse transcriptase"). Cette étape est essentielle à la technique de RT-

PCR car la PCR ne peut se faire sans ADNc (Wang, 1989 ; Gilliland, 1990 ; Murphy, 1990). 

Une fois les ARNm obtenus, la reverse transcriptase catalyse la réaction de synthèse du brin 

d’ADNc à chaque molécule d’ARNm de l’extrait cellulaire. Cette enzyme utilise les quatre 

acides désoxyribonucléiques triphosphates (dNTP = dATP + dTTP + dCTP + dGTP) pour 

former une chaîne d’ADNc à partir de la chaîne d’ARNm servant de matrice. Comme toutes 

les autres ADN polymérases, cette enzyme ne peut ajouter des dNTP qu’à l’extrémité 3’ 
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d’une amorce déjà appariée à la matrice. L’amorce oligo-dT ou poly-dT est une amorce 

possédant une longue série de nucléotides thymine qui va s’hybrider à la queue poly-A 3’ des 

matrices d’ARNm. Cette queue poly-A 3’ est une série de nucléotides adénines où se lient les 

thymines de l’amorce poly-dT en formant ainsi des doubles liaisons covalentes. 

- La PCR, mise au point en 1985 par Saiki et al, est basée sur la répétition de cycle 

de réplication d’ADN, in vitro, à partir d’amorces spécifiques et permet d’obtenir de multiples 

copies d’un petit fragment d’ADN. Le principe en est le suivant : la réaction PCR nécessite 

l’ADN cible (sous forme d’ADNc obtenu par RT) auquel sont ajoutées deux amorces 

constituées d’oligonucléotides synthétiques complémentaires des extrémités 3’ des brins de ce 

fragment d’ADNc à amplifier. Une fois hybridés sur ces extrémités 3’ des brins d’ADNc, ces 

oligonucléotides servent d’amorces à la synthèse de la chaîne d’ADN qui s’enclenche par 

l’ajout des quatre désoxyribonucléotides triphosphates ; ils forment le nouveau brin d’ADN à 

l’aide d’une ADN polymérase thermostable (ex : la polymérase Taq est extraite de la bactérie 

abyssale Thermus aquaticus). Cette Taq polymérase allonge les amorces à une température 

optimum de 72°C. Une fois la synthèse terminée, la température est élevée à 95°C afin de 

dénaturer les duplex d’ADN néoformés. Puis, la température est abaissée et la synthèse 

d’ADN repart pour un nouveau cycle. Les cycles sont courts, de l’ordre de quelques minutes, 

comportant des séquences de dénaturation de l’ADN, d’hybridation des amorces et 

d’élongation de l’ADN à partir des amorces. Nous obtenons ainsi à chaque cycle la synthèse 

d’une copie de chaque molécule d’ADN correspondant à la séquence comprise entre les deux 

amorces. La production est donc en principe exponentielle, et en n cycles, 2n copies d’une 

molécule sont obtenues. Après 30 cycles, l’ADN original est amplifié un milliard de fois en 

moins de deux heures. La plus grande majorité des produits est identique du fait que l’ADN 

amplifié correspond à celui qui est situé entre les sites de liaison des deux amorces et ne 

s’étend pas au-delà des sites. En réalité, le rendement n’est pas de 100% et le nombre de 

copies à rendement constant R n’est que de (1+R)n. 

- La migration par électrophorèse permet de visualiser l’ADN sur gel d’agarose. Elle 

se fait à l’aide d’un tampon de charge permettant la sédimentation des bandes. Ce tampon de 

couleur bleue, évite le refoulement de l’ADN dans la solution de migration et permet 

d’observer la migration sous l’influence d’un champ électrique. 
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V.2. Protocole opératoire 

 

Le protocole suivant est destiné à l’étude de l’expression des ARNm à partir d’un 

pool cellulaire de 5 à 10.106 de cellules. Au cours de la culture en présence d’acide ursolique, 

nous observons une proportion croissante de cellules qui se détachent du tapis cellulaire. Pour 

chaque point expérimental, nous constituons un pool cellulaire regroupant les cellules du tapis 

cellulaire décollées à l’aide de trypsine et les cellules du surnageant. Les suspensions 

cellulaires sont centrifugées à 1000 rpm pendant 10 minutes et les différents culots cellulaires 

obtenus sont congelées à -80°C jusqu’à utilisation. 

 

V.2.1. Extraction et dosage des ARN totaux au TRIzol 

 

Avant de procéder aux étapes de RT-PCR, il faut extraire, puis doser les acides 

ribonucléiques totaux (ARN totaux) contenant les ARNm nécessaires à l’étape de RT. 

 

V.2.1.1. Principe d’extraction 

 

Les ARN totaux se composent d’ARN messager (ARNm), d’ARN de transfert 

(ARNt) et d’ARN ribosomaux (ARNr). Seuls les ARNm sont nécessaires pour réaliser la RT, 

mais ils ne peuvent être séparés des ARNt et des ARNr au cours de cette technique 

d’extraction ; les ARNm (représentant 1% des ARN totaux) sont donc extraits en même temps 

que les deux autres fractions d’ARN totaux. 

L’extraction des ARN totaux est réalisée à l’aide du TRIzol® Reagent (Gibco BRL). 

Ce réactif est composé d’une solution monophasique de phénol de guanidine isothiocyanate et 

d’eau selon la méthode développée en 1987 par Chomczynski et Sacchi. Le TRIzol® permet 

de lyser les membranes cytoplasmiques et de dissocier les complexes nucléoprotéiques. Il a 

pour fonction avec l’aide du chloroforme, d’extraire les ARN totaux en les séparant des autres 

constituants principaux de la cellule. Effectivement, le mélange TRIzol® - chloroforme forme 

deux phases : l’une aqueuse comprenant les ARN totaux et l’autre organique (chloroforme et 

phénol) comprenant les protéines cellulaires et l’ADN. Ces deux phases sont séparées par une 

fine membrane de protéines phospholipidiques provenant de la membrane cytoplasmique et 

des membranes des organites cellulaires. 
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V.2.1.2. Technique d’extraction 

 

Le culot cellulaire de chaque échantillon est homogénéisé avec 1 ml de TRIzol® 

durant 5 minutes à température ambiante pour permettre la lyse cellulaire et une complète 

dissociation des complexes nucléoprotéiques. Puis on ajoute 200 µl de chloroforme et on 

homogénéise au vortex avant de centrifuger 15 minutes à 12000 rpm (4°C). Cette opération 

sépare la phase chloro-phénolique inférieure contenant l’ADN et les protéines, de la phase 

aqueuse supérieure contenant les ARN totaux. Ces derniers sont ensuite précipités en 

mélangeant la phase aqueuse à 500 µl d’isopropanol (10 minutes à température ambiante). Le 

culot d’ARN totaux est récupéré par centrifugation (10 minutes à 12000 rpm à 4°C), lavé avec 

de l’éthanol à 75% pour enlever toute trace d’isopropanol, séché sous vide, et homogénéisé 

dans 30 à 40 µl (selon la taille du culot) d’eau traitée au diéthylpyrocarbonate (DEPC ou 

Nuclease Free Water : eau bi-distillée stérile permettant l’inhibition des RNases et protégeant 

ainsi les ARN totaux). Enfin, les ARN totaux sont incubés durant 10 minutes à 55-60°C dans 

un thermocycleur (Tpersonal Biometra, Biolabo, Archamps, France) afin de dénaturer les 

appariements des ARN totaux. 

 

V.2.1.3. Dosage des ARN totaux 

 

Pour déterminer le volume d’extraction contenant 2 µg d’ARN totaux nécessaire à la 

RT, les ARN totaux sont dosés par spectrophotométrie UV à 260 et à 280 nm d’absorbance 

(Abs). Le rapport Abs 260 / Abs 280 donne un ratio exprimant la pureté des ARN totaux 

(1,85 équivaut à une pureté des ARN totaux proche de 100%, alors que 1,55 indique la 

présence de protéines et donc une pureté des ARN totaux critiquable). 

La concentration en ARN totaux (µg/µl) est calculée selon la formule suivante avec 

un facteur de dilution de 1/250ème et 40 µg/µl correspond au coefficient d’extinction molaire 

des ARN. 

 

    [ARN totaux]  =    Abs260 x dilution x 40    en  µg/µl 

1000 

 

Les ARN totaux étant très fragiles, la qualité de ceux-ci est vérifiée par 

électrophorèse sur gel d’agarose à 1,2%. Les échantillons d’ARN sont conservés à -80°C 

jusqu’à utilisation. 
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V.2.2. Transcription inversée ou Rétrotranscription (RT) 

 

La RT est réalisée à l’aide du kit « Omniscript kit RT Kit » (Qiagen, France) et à 

partir des ARNm provenant des échantillons cellulaires. La séparation des ARNm des ARN 

de transfert et ribosomaux étant impossible, le volume d’ARNm prélevé pour réaliser la RT 

correspond en réalité au volume des ARN totaux. 

 

Le mélange suivant est préparé pour chaque tube (n+1 tubes) : 

 

10X Buffer RT (ou tampon de transcription) 2 µl 

dNTP (5 mM) 2 µl 

Oligo-dT primer (10µM) / (0,5µg/µl) ou Amorce poly-dT 1 µl 

Inhibiteur de RNase (10 unités/µl) ou RNase OUT 1 µl 

Omniscript kit Reverse Transcriptase 1 µl 

 

 

Deux microgrammes des ARN totaux de chaque échantillon sont incubés avec ce 

mélange, et chaque tube est complété avec de l’eau traitée au DEPC pour obtenir un volume 

final de 20 µl par tube. Pour activer la RT, les tubes sont incubés dans un thermocycleur à 

37°C durant une heure. Au cours de cette rétrotranscription, l’inhibiteur de RNase (ou RNase 

OUT) protège les ARNm fragiles des RNases, afin qu’ils puissent être rétrotranscrits en 

ADNc plusieurs fois, sans être abîmés par ces enzymes. Quand la RT est réalisée, les ARN 

totaux restants sont détruits par un chauffage de 93°C durant 5 minutes. Cette dernière 

opération permet d’obtenir uniquement l’ADNc, contenu dans le volume final (20 µl) qui sera 

stocké à -20°C. 

 

V.2.3. Réaction de polymérisation en chaîne (PCR) 

 

Afin de détecter l’expression des ARNm (p53, p21, bax, bcl-2) des cellules traitées 

avec différentes concentrations d’acide ursolique, il a fallu déterminer le choix des amorces 

en fonction de leur position sur la séquence correspondante de l’ADNc recherché. Pour cela, 

la recherche est faite grâce à la banque de données GenBank sur le site NCBI. C’est ainsi que 

nous avons pu déterminer la taille, la température d’hybridation (Tm), et le nombre de cycles 
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de PCR nécessaires pour chaque amorce. Ces cycles réalisés dans un thermocycleur 

comportent 3 phases : 

- une dénaturation des brins d’ADN par la chaleur, 

- une hybridation spécifique des extrémités par les deux amorces complémentaires, 

- une synthèse des brins d’ADNc ou élongation de l’ADN par la Taq Polymérase. 

 

Le tableau 6 regroupe les positions des amorces sur la séquence correspondante de 

l’ADNc recherché (N° d’accession à la banque de gènes NCBI) et la taille des fragments de 

PCR. 

 

 

ADN 

N°d’accession 

(« GenBank, NCBI ») 

Position de 

l’oligonucléotide5’ 

Position de 

l’oligonucléotide3’ 

Taille du produit 

de PCR (pb) 

caspase-1 4502572 252-275 688-711 460 

caspase-3 475911 68-69 499-521 454 

caspase-8 15718703 651-671 879-899 249 

caspase-9 AB020979 378-400 676-695 318 

β-actine XM_00414 590-611 1132-1158 569 

p53 AH002918 129-151 609-632 504 

p21WAF1/Cip1 AF265443 430-454 849-873 444 

Bax L22473 90-110 541-563 474 

Bcl-2 M14745 1386-1405 1829-1848 463 

 

Tableau 6 : Oligonucléotides et taille des fragments de PCR (pb : paire de bases) 

 

Le tableau 7 présente le nombre de cycles utilisés pour la PCR et les températures 

d’hybridation (Tm) correspondant aux amorces spécifiques de chaque ADNc. 
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ADN Nombre de cycles de PCR Tm (°C) des oligonucléotides 
spécifiques 

caspase-1 30 64 

caspase-3 30 61 

caspase-8 33 57,8 

caspase-9 33 59 

β-actine 27 58,3 

p53 30 61 

p21WAF1/Cip1 30 63 

Bax 40 66 

Bcl-2 40 58 

 

Tableau 7 : Caractéristiques de chaque PCR (Tm : Melting temperature) 

 

 La PCR est réalisée à l’aide du kit « HotStarTaq DNA Polymerase Mix kit » 

(Qiagen) et à partir des ADNc provenant de la RT. 

Le mélange suivant est préparé pour chaque tube (n+1 tubes) : 

 

10X Buffer PCR (ou tampon d’amplification)30 5 µl 

MgCl2 (25 mM) 1,5 µl 

dNTP Mix (10 mM)  1 µl 

Amorce 5’ (20 µM) (ou Primer Direct) 1 µl 

Amorce 3’ (20 µM) (ou Primer Reverse) 1 µl 

HotStarTaq ADN Polymérase 0,25 µl 

Eau distillée et stérile 38,25 µl 

Volume total 48,00 µl 

Produit de RT (20 µl) ou ADNc 2 µl 

Volume final 50 µl 

 

Deux microlitres d’ADNc de chaque échantillon sont incubés avec ce mélange pour 

obtenir un volume final de 50 µl. Les tubes sont ensuite placés dans un thermocycleur et 

l’amplification des ADNc a lieu dans les conditions suivantes : 
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• Couvercle du thermocycleur à 100°C - Chaleur autour de l’échantillon  
• 95°C 15 minutes  1 cycle  - Scission de la Taq et de son anticorps  

  = Activation de la Taq 
• 94°C 45 secondes    - Dénaturation de l’ADN 
• X °C 45 secondes   Y cycles - Hybridation des amorces 
• 72°C 60 secondes    - Elongation de l’ADN par la Taq 
 
• 72°C 10 minutes  1 cycle  - Formation des terminaisons de l’ADN 
• 4°C 10 minutes    - Maintien en stase des ADN amplifiés 

 

Remarque : X °C correspond à la température de fusion ou d’hybridation suivant 

l’amorce choisie. Effectivement la température d’hybridation, déterminée selon la formule de 

Suggs [Tm = 4 (G+C) + 2 (A+T)] (http://www.gazettelabo.tm.fr/2002archives/1996/ 

6PCR.htm), est dépendante des quatre bases composant l’ADN. 

Y cycles correspond au nombre de cycles obligatoires pour amplifier 

l’ADN en fonction de l’amorce choisie. 

 

V.2.4. Visualisation de l’ADN par électrophorèse 

 

Les ADN (produits de PCR) sont visualisés et analysés après électrophorèse sur gel 

d’agarose (Gibco) entre 1,2% et 1,5% dans une solution tampon TAE 0,5X (*) et contenant 

du bromure d’éthydium (BET, Sigma) qui est un intercalant de l’ADN. Un tampon de charge 

(ou Gel Loading Solution) de haut poids moléculaire de couleur bleu est ajouté aux ADN qui 

sont déposés dans les puits du gel préalablement préparés à l’aide d’un peigne. Le tampon de 

charge permet la sédimentation des bandes, évitant ainsi le refoulement des ADN lors de leur 

dépôt sur le gel dans la solution tampon TAE ; il permet aussi, par sa coloration, de suivre la 

migration des bandes dans la cuve à électrophorèse. Puis ces bandes sont placées sous lampe 

UVB (312 nm), où le BET fluoresce et permet de localiser les ADN sur le gel révélant 

l’amplification PCR. La détermination de l’intensité relative de chaque bande (par le logiciel 

"Kodak 1 D Image Analysis Software") permet de calculer la taille et le poids moléculaire des 

échantillons à partir d’un contrôle standard (Low DNA Ladder, Invitrogen, Cergy Pontoise, 

France). Puis les tailles et poids de chacun d’eux sont ensuite comparés à ceux théoriquement 

attendus (Tableau 1). 

 

(*) Solution tampon TAE 0,5X (ou Tris-Acétate-EDTA 0,5X), pH 7.4 : Tris-HCl 10 

mM ; Acétate de sodium anhydre 1 mM ; EDTA 1 mM ; Sigma) 
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VI. Etude in situ de l’expression des protéines par la technique 

d’immunofluorescence indirecte 

 

Afin d’étudier l’expression in situ des protéines (p53 phophorylé, p21, Bax, Bcl-2, 

cytochrome c, AIF) liées au cycle cellulaire et/ou au processus apoptotique après traitement 

des cellules avec l’acide ursolique, nous avons utilisé la technique d’immunofluorescence 

indirecte. 

Cette dernière consiste à un marquage de l’antigène étudié par un anticorps primaire, 

qui sera lui même marqué à l’aide d’un anticorps secondaire couplé à un fluorochrome (la 

fluorescéine isothiocyanate ou FITC de fluorescence verte). Ce double marquage permet 

d’amplifier le signal de fluorescence. 

Cette technique nous permet de visualiser qualitativement l’expression in situ des 

protéines étudiées. 

 

VI.1. Principe 

 

La préparation comportant la protéine (antigène) à mettre en évidence est plongée 

dans une solution contenant l’anticorps dit primaire. Ce dernier reconnaît l’épitope de 

l’antigène (ou site de fixation de l’anticorps sur l’antigène) et s’y fixe de façon spécifique. 

Après rinçage, l’excès d’anticorps est évacué, et il ne reste que le complexe antigène-

anticorps. Cet anticorps primaire n’étant pas porteur du marqueur de fluorescence, un 

anticorps dit secondaire, couplé au fluorochrome FITC, est ajouté. Ce dernier se fixera sur 

l’anticorps primaire qui se comportera comme un antigène pour le secondaire (Figure 42). 

Sachant que l’anticorps primaire Y (anticorps anti-antigène X) est produit dans un animal Y et 

que l’anticorps secondaire Z (anti-anticorps Y) est produit dans un animal Z, l’anticorps 

primaire se comporte comme un antigène pour l’anticorps secondaire. 
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Figure 42 : Marquage d’un antigène par immunofluorescence indirecte. 

 

 

VI.2. Protocole opératoire 

 

L’ensemencement des cellules HaCat et M4Beu s’effectue dans des lames avec 8 

puits démontables (Lab-Tek chamber slide I, Nunc) selon le protocole de culture cellulaire 

préalablement décrit, avec une densité cellulaire de 2,5x104 cellules et 300 µl de milieu 

complet par puits. 

Les étapes suivantes sont identiques pour tous les anticorps utilisés au cours de cette 

étude (Tableau 8 et 9). 

 

NB : Pour réaliser le marquage immunofluorescent indirect avec l’anticorps anti-p53 

phosphorylé, toutes les solutions de chaque étape du protocole sont réalisées avec du TBS 

(Tris-Buffered Salt) à la place du PBS, afin d’éliminer toute présence de phosphate extra-

cellulaire. 

 

V.2.1. Fixation des cellules 

 

Les cellules sont fixées avec du paraformaldéhyde (PAF) à 4% dans du PBS pendant 

20 minutes à température ambiante. Puis elles sont rincées 3 fois avec du PBS durant 5 

minutes. La fixation des cellules permet de travailler sur un support fixe et immuable. 

Fluorochrome (FITC) 

Anticorps secondaire (Z) 

Anticorps primaire (Y) 

Antigène (X) 
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V.2.2. Perméabilisation des cellules 

 

Une fois les cellules fixées au support, elles sont perméabilisées avec une solution de 

PBS contenant 0,1% sodium-citrate-0,1% triton X100, pendant 20 minutes à température 

ambiante. La perméabilisation des cellules au triton facilitera l’entrée des anticorps dans la 

cellule. La solution de sodium-citrate permet une perméabilisation douce qui n’entraîne pas la 

lyse totale des cellules comme cela pourrait être le cas avec l’utilisation du triton, même dilué. 

 

V.2.3. Blocage des sites antigéniques des protéines 

 

Après lavage avec du PBS, les cellules sont incubées avec une solution de blocage 

PBS-0,1% de sérum d’albumine bovine (BSA, Sigma) pendant 45 minutes à température 

ambiante. La solution de 0,1% BSA permet une saturation des sites antigéniques ou épitopes 

des protéines de la cellule. 

 

V.2.4. Immunomarquage avec anticorps primaire 

 

Les cellules adhérées à leur support sont incubées avec l'anticorps primaire (p21, p53 

phosphorylé, Bax, Bcl-2, cytochrome c, AIF) dilué dans une solution de PBS-0,1% BSA, 

durant 12 heures à une température de 4 °C (Tableau 8). 

 

V.2.5. Immunomarquage avec anticorps secondaire 

 

Après trois rinçages du tapis cellulaire avec du PBS sous agitation, l'anticorps 

secondaire couplé au fluorochrome FITC, est dilué avec du PBS-0,1% BSA puis mis en 

présence des cellules durant 90 minutes à 37 °C et à l'obscurité (Tableau 9). 

 

V.2.6. Observation au microscope à fluorescence 

 

Après deux lavages des cellules avec du PBS, les puits sont démontés et une lamelle 

est déposée sur le support. Les cellules sont observées au microscope à fluorescence (Leica, 

France). 
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Anticorps primaires dirigés contre Produit chez Fournisseur Dilution/temps d'incubation 

Anti-Apoptosis-Inducing Factor (AIF), 
humain A-7549, Lot # 90K4813 

Lapin SIGMA 
1/500 dans PBS-0,1% BSA,  

12 heures à 4 °C 

Anti-Bax (B-9) 
sc-7480, Lot # A2903 

Souris 
SANTA-CRUZ 

BIOTECHNOLOGY, INC. 
1/200 dans PBS-0,1% BSA,  

12 heures à 4°C 

Anti-Bcl-2 (100) 
sc-509, Lot # K1402 

Souris 
SANTA-CRUZ 

BIOTECHNOLOGY, INC. 
1/200 dans PBS-0,1% BSA,  

12 heures à 4°C 

Anti-p21 (187) 
sc-817, Lot # H092 

Souris 
SANTA-CRUZ 

BIOTECHNOLOGY, INC. 
1/500 dans PBS-0,1% BSA,  

12 heures à 4°C 

Monoclonal antibody to cytochrome c 
mouton 

Souris 
ALEXIS 

BIOCHEMICALS 
1/500 dans PBS-0,1% BSA,  

12 heures à 4°C 

Anti-p53, Phospho-Specific, humain Souris CALBIOCHEM 
1/200 dans TBS-0,1% BSA,  

12 heures à 4°C 

 

Tableau 8: Conditions d'utilisation des anticorps primaires en immunomarquage par fluorescence indirecte 

 

Anticorps secondaire dirigés contre Produit chez Fournisseur Dilution/temps d'incubation 

Anti-souris couplé à la fluoresceine Lapin VALBIOTECH 1/500 dans PBS-0,1% BSA  
durant 90 minutes à 37°C 

Anti- lapin couplé à la fluoresceine Souris VALBIOTECH 1/500 dans PBS-0,1% BSA  
durant 90 minutes à 37°C 

 

Tableau 9: Conditions d'utilisation des anticorps secondaires en immunomarquage par fluorescence indirecte 
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VII. Etude de l’expression des protéines par la technique de “Western Blot” 

 

Nous utilisons la technique de Western Blot afin de caractériser la présence et de 

quantifier l’expression des protéines étudiées (AIF, Bax, Bcl-2, p21, p53, β-Actine) après 

traitement des cellules HaCat et M4Beu avec l’acide ursolique. 

 

VII.1. Principe 

 

Le Western Blot est une technique permettant d’analyser l’expression des protéines 

cellulaires. 

Pour cela, les étapes suivantes sont réalisées : 

- Lyse et extraction des protéines. 

- Dosage des protéines par la technique de Bradford. 

- Dénaturation des protéines en présence de sodium dodecyl sulfate (SDS). 

- Migration des protéines sur gel polyacrylamide. 

- Transfert sur membrane de fluorure de polyvinylidène (PVDF) ou sur membrane de 

nitrocellulose. 

- Marquage immunocytochimique 

- Marquage par l’anticorps primaire 

- Marquage par l’anticorps secondaire 

- Révélation par réaction de chimiluminescence. 

 

Une représentation schématique des deux dernières étapes est décrite sur la figure 43. 
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Figure 43 : Schéma de la technique d’immunomarquage par chimiluminescence. 

A- Reconnaissance de l’antigène (Ag) par l’anticorps primaire (Ac Ire) et fixation 

B- Reconnaissance de l’Ac Ire par l’anticorps secondaire (Ac IIre) et fixation 

C- Reconnaissance du réactif de chimiluminescence par l’enzyme portée sur l’Ac IIre 

et fixation engendrant la luminescence 

 

Réactif de chimiluminescence 

C 

Luminescence 

A 

Ag 

Ac I re 

B 

Ac II re  + HRP 



 155

VII.2. Protocole opératoire 

 

Les cellules HaCat et M4Beu sont ensemencées selon le protocole de culture 

cellulaire décrit précédemment : 1,5x106 cellules sont ensemencées dans une boîte de culture 

de 80 cm² contenant 10 ml de milieu de culture complet. Nous constituons un "pool" 

cellulaire regroupant les cellules du surnageant et les cellules du tapis cellulaire. 

Les suspensions cellulaires sont centrifugées à 1000 rpm pendant 10 minutes. 

 

VII.2.1. Lyse et extraction des protéines totales 

 

Les cellules, sous formes de culot, sont lysées et les protéines extraites sont protégées 

par un inhibiteur de protéases. Les culots cellulaires contenant 5x106 de cellules sont traités 

par 500 µl de solution tampon RIPA à pH 7.5 (*) afin de lyser les cellules et d’isoler les 

protéines. Cette solution est additionnée d'un mélange d'inhibiteur de protéases (200 µl/ml 

Protease Cocktail Inhibitor, Sigma). Puis ce mélange est incubé 10 minutes sur la glace, et 

centrifugé à 12000 rpm à 4°C pendant 20 minutes. Le surnageant contenant les protéines est 

récupéré pour que ces dernières soient dosées. 

 

(*) Solution tampon RIPA : HEPES 50 mM, déoxycholate 1%, nonidet P40 1%, SDS 

0,1%, NaCl 150 mM, aprotinine 20 µg/ml 

 

VII.2.2. Dosage protéique de l'extrait cellulaire 

 

La concentration protéique du lysat cellulaire est déterminée par la méthode de 

Bradford (Bio-Rad's protein assay, Bio-Rad, 1976). Pour chaque échantillon, 5 µl de 

surnageant issus de l'extraction sont ajoutés à 5 ml du  mélange réactionnel de Bradford (1 ml 

de réactif de Bradford + 4 ml d’eau distillée stérile). Les différents tubes sont mis à incuber 

pendant 5 minutes sur la glace. L'absorbance du mélange est lue à 595 nm à l’aide d’un 

spectrophotomètre (UV/Vis, V-560, Ubest). Préalablement au dosage, une gamme étalon est 

établie avec différentes dilutions d'une solution d’albumine de sérum de veau (BSA). 
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VII.2.3. Préparation et dénaturation des échantillons protéiques 

 

Cette étape entraîne la dénaturation des structures secondaires, tertiaires et 

quaternaires des protéines par le SDS et permet la fixation de ce dernier sur celles-ci pour les 

charger négativement. 

La quantité de protéines déposée sur le gel de polyacrylamide peut varier de 10 à 40 

µg. Chaque extrait cellulaire est mélangé volume à volume avec un tampon de charge (*). Les 

échantillons sont portés à 100°C pendant 5 minutes pour permettre la dénaturation des 

protéines. 

 

(*) Tampon de charge 2X, pH 6.8 : Tris-HCl 50 mM, β-mercaptoéthanol 100 mM, 

SDS 2%, bleu de bromophénol 0,1%, glycérol 10%. 

 

VII.2.4. Electrophorèse : migration des protéines sur gel polyacrylamide 

 

Les protéines sont séparées par migration en SDS-PAGE "Sodium Dodecyl Sulfate - 

Polyacrylamide Gel Electrophoresis". La concentration du gel en acrylamide / bisacrylamide 

varie de 10 à 15 % en fonction du poids moléculaire des protéines à analyser. Après le dépôt 

des échantillons et du marqueur de poids moléculaire (Figure 44A), la migration s'effectue à 

voltage constant (90 Volts) pendant 2 heures dans un tampon de migration (**) (Figure 44B). 

(**) Tampon de migration, pH 8.3 : Tris-HCl 25 mM, glycine 250 mM, SDS 0,1%. 

 

Figure 44 : Migration par électrophorèse des protéines sur gel polyacrylamide. 
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VII.2.5. Transfert sur membrane de PVDF ou sur membrane de nitrocellulose 

 

Après migration des protéines par électrophorèse, les protéines sont transférées sur 

une membrane de PVDF ou sur une membrane de nitrocellulose. Le gel de polyacrylamide est 

mis en contact avec l’une de ces membranes de transfert. Le transfert s'effectue dans une cuve 

à ampérage constant (20 V - 100 mA) pendant 90 minutes dans du tampon de transfert (Tris-

HCl 48 mM, Glycine 39 mM, SDS 0,037 %, méthanol 20 %) (Figure 45). La membrane de 

transfert est récupérée et colorée au Rouge Ponceau (Sigma) pour s'assurer de la qualité du 

transfert (bandes protéiques colorées en rouge sur la membrane) puis décolorée à l'eau. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 45 : Cuve de transfert 

A - Disposition des éléments dans la cuve de transfert 

B - Transfert des protéines 
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VII.2.6. Marquage par immunofluorescence de la membrane de transfert 

avec les anticorps primaire et secondaire 

 

Ce marquage permet de repérer les différentes protéines étudiées sur la membrane de 

transfert : celle-ci est incubée avec un anticorps primaire capable de reconnaître la protéine 

recherchée  et de s’y fixer. Puis un anticorps secondaire couplé à la peroxydase est ajouté afin 

qu’il puisse se fixer sur le premier anticorps. 

 

Blocage : La membrane est déposée dans une solution de blocage composée de PBS-

lait ou de PBS-BSA à différentes concentrations, en fonction de l'anticorps primaire utilisé. 

Le blocage est effectué à 4°C sous agitation, durant 1 heure, pour saturer les sites non 

spécifiques. 

 

1er anticorps : La membrane est incubée sous agitation avec l'anticorps primaire dilué 

avec une solution de blocage (PBS-BSA) pendant 12 heures et à 4°C. Les dilutions des 

anticorps ainsi que la solution de blocage utilisées varient en fonction de l'anticorps (Tableau 

10). La membrane est ensuite rincée 4 fois par une solution de PBS-Tween 20 à 0,1%, puis 

deux fois avec du PBS. 

 

Anticorps primaires dirigés 
contre 

Produit 
chez 

Fournisseur Dilution/temps 
d'incubation 

Anti-Apoptosis-Inducing Factor 
(AIF), humain 

A-7549, Lot # 90K4813 

 
Lapin 

 
SIGMA 

1/1000 dans PBS-4% BSA, 
12 heures à 4°C 

Anti-Bax (B-9) 
sc-7480, Lot # A2903 

 
Souris 

SANTA-CRUZ 
BIOTECHNOLOGY, 

INC. 

1/200 dans PBS-4 % BSA, 
12 heures à 4°C 

Anti-Bcl-2 (100) 
sc-509, Lot # K1402 

 
Souris 

SANTA-CRUZ 
BIOTECHNOLOGY, 

INC. 

1/200 dans PBS-4 % BSA, 
12 heures à 4°C 

Anti-p21 (187) 
sc-817, Lot # H092 

 
Souris 

SANTA-CRUZ 
BIOTECHNOLOGY, 

INC. 

1/500 dans PBS-5% BSA, 
12 heures à 4°C 

Monoclonal antibody to 
cytochrome c 

mouton 

Souris ALEXIS 
BIOCHEMICALS 

1/500 dans PBS-4% BSA, 
12 heures à 4°C 

Anti-β-actine (AC-15) 
A-5441, Lot#102K4811 

 
Souris 

 
SIGMA 

1/5000 dans PBS-4% BSA, 
12 heures à 4°C 

Tableau 10: Conditions d'utilisation des anticorps primaires en Western Blot 
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2ème anticorps : La membrane est ensuite incubée avec l'anticorps secondaire dans la 

solution de blocage pendant 90 minutes sous agitation et à 37°C. Deux anticorps secondaires 

sont utilisés : un anti-lapin IgG (H+L), couplé à la HRP "horseradish peroxydase" (Promega) 

ou un anti-souris, couplé à la HRP (Dako) (Tableau 11). La membrane est ensuite rincée 4 

fois par une solution de PBS-Tween 20 0,1%, puis on effectue deux lavages au PBS. 

 

Anticorps secondaires dirigés 
contre 

Produit 
chez 

Fournisseur Dilution/temps d'incubation 

Anti- lapin IgG (H+L) couplé HRP Chèvre PROMEGA 1/1000 dans PBS-lait 4%, 
durant 90 minutes à 37°C 

Anti-Souris couplé HRP Lapin DAKO 1/1000 dans PBS-lait 4% , 
durant 90 minutes à 37°C 

 
Tableau 11: Conditions d'utilisation des anticorps secondaires en Western Blot 

 

 

VII.2.7. Révélation par réaction de chimiluminescence 

 

- Principe : La membrane est incubée avec du luminol (solutions 1 et 2 du réactif de 

chimiluminescence) (*). Au contact de ce réactif, la peroxydase s’oxyde, la forme oxydée de 

l’enzyme libère de l’énergie lumineuse capable d’impressionner un film radiographique 

hypersensible. Les protéines apparaissent alors sous la forme de bandes sombres sur le film et 

peuvent être quantifiées par un logiciel adéquat. 

- Protocole opératoire : La membrane est incubée pendant 1 minute avec un mélange 

volume à volume des solutions 1 et 2 du réactif de chimiluminescence. La membrane est 

égouttée et mise au contact d'un film radiographique (**). Le temps de contact entre la 

membrane et le film varie en fonction de l'anticorps afin d'obtenir un signal d'une intensité 

optimale (5 secondes à 5 minutes). Les films sont alors révélés par un développeur 

automatique (Kodak Diagnostic Imaging, RP X-OMAT processor modèle M6B) et l'intensité 

de chaque signal présent sur le film est déterminée par le logiciel “Kodak 1 D Image Analysis 

Software”. 

 

(*) Solutions 1 et 2 du réactif de chimiluminescence : ECL Western blotting 

detection reagents and analysis system, RPN 209, Amersham Biosciences, UK. 

(**) Film radiographique : "Hyperfilm ECL", Amersham Biosciences, UK 
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VIII. Mise en évidence des activités caspases par marquage in situ à l’aide 

du marqueur FITC-VAD-FMK 

 

Les modifications morphologiques caractéristiques de la cellule apoptotique, quel 

que soit le stimulus, suggèrent une phase effectrice commune à tous les types cellulaires. Tous 

ces signaux aboutissent en définitive à l’action irréversible d’un tronc commun, constitué par 

les caspases. 

Pour montrer l’implication de l’acide ursolique dans le processus apoptotique, nous 

avons effectué un marquage in situ sur les cellules HaCat et M4Beu. Nous avons utilisé la 

sonde fluorescente FITC-VAD-FMK reconnue par toutes les caspases. Elle a la capacité de se 

fixer sur toutes les caspases actives au sein d’une cellule. Cette technique de marquage 

cytochimique va ainsi nous permettre de visualiser (qualitativement) l’importance du niveau 

d’activation des caspases après traitement avec l’acide ursolique. 

 

VIII.1. Principe 

 

La sonde FITC-VAD-FMK est basée sur l’inhibiteur irréversible de caspase, Z-

VAD-FMK (carbobenzoxy-valyl-analyl-aspartyl-[O-methyl]-fluorométhylketone), couplé au 

fluorochrome FITC. 

Ce composé lipophile peut traverser la membrane de la cellule sans perméabilisation 

préalable. Le groupement méthyl de l’aspartate permet d’augmenter la capacité du composé à 

pénétrer les parois phospholipidiques des membranes cellulaires sans perturber l’intégrité de 

celles-ci. Le groupement Z ou carbobenzoxy empêche la digestion intracellulaire de la 

séquence VAD par les aminopeptidases. 

Après avoir pénétré la cellule, la séquence cible de la sonde va être reconnue dans le 

cytosol par toutes les caspases actives. En effet, la séquence VAD (Valine-Alanine-Aspartate) 

de la sonde se trouve alors au contact avec les caspases ; une liaison covalente irréversible 

s’établit entre le groupement "fluoromethylketone" (FMK) de la sonde et le site catalytique 

d’une caspase (Figure 46). 

A la suite de ce « verrouillage », il s’opère un clivage, au niveau du site catalytique. 

Une fois libéré, le fluorochrome va émettre dans le vert à 543 nm (après excitation à 490 nm) 

et l’observation se fait à l’aide d’un microscope à fluorescence. 



 161

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 46 : Schéma du principe du mécanisme d’action de l’inhibiteur FITC-VAD-

FMK lors du marquage in situ des activités caspases 

 

 

De part sa nature, la sonde FITC-VAD-FMK se comporte comme un inhibiteur 

irréversible de caspases. En effet, après formation du complexe enzyme (caspase) / substrat 

(sonde) et la libération concommitante du fluorochrome (FITC), le site catalytique de la 

caspase est rendu inaccessible suite aux liaisons covalentes engendrées entre le site 

catalytique et le groupement FMK. Cette propriété est essentielle car elle permet de montrer 

que l’intensité de la fluorescence est directement proportionnelle au nombre de caspases 

actives liées au FITC-VAD-FMK, et non à une seule caspase active qui aurait clivé plusieurs 

fois la sonde. 
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VIII.2. Protocole opératoire 

 

Les cultures cellulaires (HaCat et M4Beu) s’effectuent sur des lames 

compartimentées en 8 puits démontables (Lab Tek I, Nunc). La densité cellulaire est de 

2,5x104 cellules par puits, chacun contenant 300 µl de milieu de culture complet. Les cellules 

sont traitées psur une durée de 24 et 48 heures avec différentes concentrations d’acide 

ursolique. 

Après chaque période d’incubation, le surnageant est retiré des puits ; ceux-ci sont 

rincés par trois lavages avec du PBS 1X (pH 7.4). Le marqueur « CaspACE FITC-VAD-

FMK in situ » (Promega) à 5 mM est dilué dans 1 ml de milieu (soit 1 µl/ml du marqueur). 

200 µl de cette dilution sont déposés sur le tapis cellulaire de chaque puits. Les puits sont 

incubés à 37°C, sous papier aluminium, durant 8 heures. Après incubation, le surnageant est 

retiré et les puits sont rinçés avec du PBS 1X. Les cellules de chaque puits sont ensuite fixées 

avec du para-formaldéhyde (PAF) à 4% dans du PBS 1X durant 20 minutes à température 

ambiante. Un lavage avec du PBS 1X est à nouveau effectué, et les puits sont démontés avant 

de procéder à l’observation visuelle des cellules à l’aide d’un microscope à fluorescence 

(Leica), et photographiées. 

 

IX. Etude de l’activité enzymatique des caspases : dosage par 

spectrofluorométrie 

 

Les deux voies biochimiques principales qui conduisent à la mort cellulaire par 

apoptose, la voie extrinsèque et la voie intrinsèque, se traduisent entre autre et respectivement 

par une activation de la caspase-8 et de la caspase-9. 

L’activation de l’une et/ou de l’autre de ces deux caspases initiatrices déclenche un 

processus en cascade qui aboutit à l’initiation et à l’activation de caspases exécutrices comme 

la caspase-3. 

La caspase-1, impliquée dans le processus inflammatoire, peut également induire 

l’activation de la caspase-3. 

Le dosage des activités enzymatiques de ces différentes caspases est donc essentiel 

dans la recherche et la compréhension des étapes de la transduction du signal apoptotique 

induit par l’acide ursolique sur les cellules HaCat et M4Beu. 
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IX.1. Principe 

 

Le dosage des activités caspases nous permet de mettre en évidence et de quantifier 

les activités enzymatiques des différentes caspases étudiées. 

Dans nos différentes expérimentations, nous avons utilisé des substrats synthétiques 

spécifiques de chaque caspase : 

� Substrat spécifique de la caspase-3 : Ac-DEVD-AMC 

� Substrat spécifique de la caspase-9 : Ac-LEHD-AMC 

� Substrat spécifique de la caspase-8 : Ac-IETD-AMC 

� Substrat spécifique de la caspase-1 : Ac-YVAD-AMC 

 

Chacun de ces substrats synthétiques est constitué de trois groupements : 

- Un groupement de 4 peptides spécifique d’une caspase donnée, comme par 

exemple : Aspartate-Glutamate-Valine-Aspartate (DEVD) pour le substrat de la caspase-3. 

- Un groupement AMC (7-Amino-4-Méthyl Coumarine), un fluorochrome également 

appelé groupement rapporteur. 

- Un groupement acétyl (Ac) permettant, tout comme le groupement Z, d’empêcher 

la digestion intracellulaire de la séquence DEVD par les aminopeptidases. 

Si l’une des caspases étudiées est active, il s’opère, au niveau du résidu Aspartate, un 

clivage qui va entraîner la libération du fluorochrome. Celui-ci va alors produire une 

fluorescence détectable par spectrofluorométrie. 

Parallèlement à la recherche de l’activité caspase, et pour un même échantillon, un 

inhibiteur synthétique spécifique est rajouté afin de réaliser une compétition réversible entre 

le substrat et l’inhibiteur. Ainsi la présence de cet inhibiteur permet de démontrer que 

l’activité enzymatique mesurée correspond spécifiquement à chaque caspase : 

� Inhibiteur spécifique de la caspase-3 : Ac-DEVD-CHO 

� Inhibiteur spécifique de la caspase-9 : Ac-LEHD-CHO 

� Inhibiteur spécifique de la caspase-8 : Ac-IETD-CHO 

� Inhibiteur spécifique de la caspase-1 : Ac-YVAD-CHO 

La fonction aldéhyde (CHO) est un groupement inhibiteur réversible du site 

catalytique de la caspase. 

Les différents réactifs (substrats et inhibiteurs) nécessaires à la mise en œuvre du 

dosage sont disponibles à l’unité ou dans des kits spécialisés. 
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Pour chaque échantillon, l’étude de l’activité enzymatique de chaque caspase est 

réalisé en 3 étapes : 

- Lyse cellulaire 

- Dosage protéique selon la méthode de Bradford pour déterminer la quantité 

exacte de protéine nécessaire au dosage de l’activité des caspases 

- Dosage de l’activité des caspases (-1, -3, -8 et -9) : préparation et mesure par 

spectrofluorométrie 

 

IX.2. Protocole opératoire 

 

Les cellules HaCaT et M4Beu sont ensemencées et traitées avec différentes 

concentrations d’acide ursolique comme précédemment décrit. Au terme de chaque durée 

d’incubation,  24 et 48 heures, les cellules du surnageant et du tapis cellulaire sont récupérées 

pour former un pool cellulaire. Chaque suspension cellulaire est centrifugée à 1000 rpm 

pendant 5 minutes et stockée sous forme de culot à -20°C jusqu’à utilisation. 

 

IX.2.1. Lyse cellulaire 

 

L’opération de la lyse cellulaire est réalisée sur de la glace. Les culots cellulaires de 

chaque échantillon sont lysés par 20 µl de solution détergente (Triton X-100 à 10%), auquel 

sont ajoutés 200 µl d’une solution tampon de citrate de sodium (*). Cette solution tampon 

permet de stabiliser les protéines cellulaires, et ainsi de réaliser une lyse douce. Enfin les 

différents lysats obtenus sont homogénéisés à l’aide d’un vortex. 

 

(*) Solution tampon de citrate de sodium à 0,1% : 0,5 g de citrate de sodium dans 

500 ml de PBS stérile. 

 

IX.2.2. Dosage protéique par la méthode de Bradford 

 

Afin de réaliser le dosage des protéines totales, il convient de calibrer le 

spectrophotomètre et d’établir une courbe étalon référentielle à l’aide de l’albumine issue de 

sérum bovin. 
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Le dosage des protéines totales se fait selon la méthode de Bradford décrit 

précédemment (VII.2.2.). Pour réaliser le dosage des activités caspases dans des conditions 

optimales, le volume de lysat ne doit pas dépasser 10 µl et la concentration en protéines 

totales a été fixée à 7,5 µg pour 1 µl de lysat (elle ne doit pas excéder 10 µg/µl) (kit 

«CaspACE Assay System, Fluorometric», Promega). 

 

IX.2.3. Dosage des activités enzymatiques des caspases 

 

IX.2.3.1. Etalonnage et préparation des échantillons 

 

Afin de réaliser le dosage des activités enzymatiques des caspases étudiées, il 

convient de calibrer préalablement le spectrofluoromètre (Fluorite 1000, Dynatech 

laboratories) et d’établir une gamme étalon référentielle à l’aide d’une solution de 7-Amino-4-

Méthyl Coumarine (AMC). 

Nous avons utilisé le kit de Promega «CaspACE Assay System, Fluorometric» pour 

mettre en évidence les activités de la caspase-3 et de la caspase-1, dans les différentes 

conditions expérimentales. 

Nous avons adapté ce principe de dosage enzymatique à d’autres activités caspases 

telles que la caspase-8 et la caspase-9 dont les séquences peptidiques IETD (caspase-8), et 

LEHD (caspase-9) ont été choisies en fonction de la description bibliographique (Choi et al., 

2000). 

• Kit «CaspACE™ Assay System, Fluorometric» (Promega) : 

- Tampon caspase, 

- Standard d’AMC (7-amino-4-méthyl coumarine), 

- Substrat de la caspase-3 (Ac-DEVD-AMC), 

- Inhibiteur de la caspase-3 (Ac-DEVD-CHO), 

- Substrat de la caspase-1 (Ac-YVAD-AMC), 

- Inhibiteur de la caspase-1 (Ac-YVAD-CHO), 

• Eau distillée stérile, 

• DMSO (dyméthyl sulfoxide, Sigma), 

• DTT (Dithiothreitol, Sigma) 1 M, aliquoté et conservé à –20°C, 

• Substrat de la caspase-8 (Ac-IETD-AMC) (Bachem Biochimie), 

• Inhibiteur de la caspase-8 (Ac-IETD-CHO) (Bachem Biochimie), 
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• Substrat de la caspase-9 (Ac-LEHD-AMC) (Bachem Biochimie), 

• Inhibiteur de la caspase-9 (Ac-LEHD-CHO) (Bachem Biochimie). 

Le DTT permet de maintenir sous forme réduite le soufre de la cystéine du site 

catalytique de façon à optimiser le clivage de l’enzyme. 

 

IX.2.3.2. Mesure de l’activité enzymatique des caspases 

 

Les différents substrats et inhibiteurs de caspases sont préalablement dissous dans du 

DMSO, puis dilués dans de l’eau distillée stérile pour obtenir une concentration finale de 2,5 

mM. Ils sont aliquotés et conservés à -20°C jusqu’à utilisation. 

Les différents échantillons à tester sont disposés dans une plaque 96 puits «blanches» 

à fond plat (Nunc), avec les différents réactifs comme indiqué dans le tableau 12. 

 Substrat / Inhibiteur Substrat Blanc 

Tampon Caspase 32 µl 32 µl 32 µl 

DMSO 2 µl 2 µl 2 µl 

DTT (1mM) 10 µl 10 µl 10 µl 

Lysat Cellulaire * * - 

Inhibiteur Caspase 

(2,5 mM) 
2 µl - - 

H2O qsp 98 µl qsp 98 µl 54 µl 

 Incuber 30 minutes à 37°C 

H2O - - 2 µl 

Substrat Caspase 

(2,5 mM) 
2 µl 2 µl - 

 Incuber 2 heures à 37°C 

* : le volume de chaque échantillon est toujours ajusté pour avoir une quantité de protéines totales égale à 75 µg 

avec un volume de lysat n’excédant pas 10 µl. 

Tableau 12: Distribution des réactifs pour le dosage des activités caspases. 

 

Après 2 heures d’incubation, la fluorescence est mesurée avec un lecteur de plaque à 

fluorescence à l’aide des filtres d’excitation (λexc 360 nm) et d’émisson (λem 460 nm). 
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X. Etude du potentiel transmembranaire mitochondrial, en cytométrie de 

flux, par un double marquage (TOTO-3 / JC-1) et en microscopie à 

fluorescence par un marquage in situ (JC-1) 

 

La mitochondrie joue un rôle central dans les mécanismes d’apoptose de la voie 

intrinsèque (Kroemer et al., 1997). En effet, une des manifestations précoces du processus 

apoptotique se traduit par une chute du potentiel transmembranaire mitochondrial (∆Ψm). 

Pour mettre en évidence une dissipation de ce potentiel, sur des cellules HaCat et 

M4Beu traitées avec de l’acide ursolique, nous avons utilisé la technique de cytométrie en 

flux (CMF). A l’aide de deux fluorochromes, TOTO-3 et JC-1, nous avons effectué un double 

marquage cellulaire. Le fluorochrome TOTO-3 nous a permis de faire une discrimination 

entre les cellules mortes et les cellules vivantes. Sur cette dernière population, l’utilisation du 

marqueur JC-1 nous a permis d’analyser l’évolution du potentiel transmembranaire 

mitochondrial. 

Il est à noter que l’étude du marquage JC-1 se fait uniquement sur les cellules vivantes, car les 

cellules apoptotiques secondaires forment plusieurs corps apoptotiques que la CMF pourrait 

comptabiliser comme des cellules intègres et ainsi fausser l’évaluation des cellules ayant des 

mitochondries à bas potentiel. 

Nous avons également étudié l’évolution du potentiel transmembranaire 

mitochondrial par une analyse in situ des cellules HaCat et M4Beu traitées avec de l’acide 

ursolique. Pour cela, nous avons effectué un marquage cellulaire avec le fluorochrome JC-1 et 

suivi la dissipation du potentiel en microscopie à fluorescence. 
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Le schéma général de l’analyse du potentiel transmembranaire mitochondrial est 

représenté sur la figure 47. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 47 : Principe de l’analyse du potentiel transmembranaire mitochondrial (∆Ψm) par double 

marquage 
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X.1. Analyse en cytométrie de flux du potentiel transmembranaire 

mitochondrial (∆Ψm) par un double marquage TOTO-3 / JC-1 

 

X.1.1. Principe 

 

L’étude du potentiel transmembranaire mitochondrial, en cytométrie en flux, à l’aide 

de sondes fluorescentes TOTO-3 et le fluorochrome JC-1 permet d’effectuer une analyse 

précise de l’état fonctionnel mitochondrial. 

 

X.1.1.1. Fluorochrome TOTO-3 

 

Le fluorochrome TOTO-3 (*) est une molécule intercalante de l’ADN qui permet de 

faire une discrimination entre les cellules vivantes et les cellules mortes. 

Les cellules mortes, parmi lesquelles se trouvent les cellules nécrotiques et les 

cellules en apoptose secondaire, ont perdu leur intégrité membranaire. Elles laissent ainsi 

pénétrer le fluorochrome TOTO-3 qui va alors s’intercaler dans l’ADN nucléaire. Sous une 

excitation à 633 nm par un laser hélium/néon, la sonde TOTO-3 fluoresce dans le rouge et son 

émission est lue par un filtre passe haut à 660 nm. 

La population de cellules mortes est appelée, au cours de cette étude, TOTO-3+ 

(Figure 48). 

Les cellules vivantes, parmi lesquelles se trouvent les cellules normales et les cellules 

en apoptose primaire, ont une intégrité membranaire conservée. Les cellules vivantes sont 

imperméables à la sonde TOTO-3 et forment ainsi la population TOTO-3- (Figure 48). 

 

(*) TOTO-3 : [1,1-(4,4,8,8-tetramethyl-4,8-diazaundecamethylene)-bis-4-(3-methyl-

2,3-dihydro-(benzo-1,3-thiazole)-2-methylidene) -quinolinium tetraiodide (Molecular 

probes)] 
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Figure 48 : Schéma de l’analyse en CMF des populations cellulaires marquées par TOTO-3. 

Forward SCatter (FSC) vs Intensité Relative de fluorescence (TOTO-3). 

 

X.1.1.2. Fluorochrome JC-1 

 

Le fluorochrome JC-1 (*) est une molécule chargée positivement, de couleur orange, 

et ayant un caractère hydrophobe. 

Le gradient de potentiel de la mitochondrie intègre va permettre à la sonde JC-1, sous 

forme de monomères, de traverser en grande quantité les membranes mitochondriales. Sous 

l’influence du haut potentiel, les monomères de JC-1 vont former des aggrégats qui émettent 

une fluorescence orange à 590 nm, après avoir été excités par le laser Argon à 488 nm (Figure 

49 A). 

Si la mitochondrie présente une diminution de son potentiel transmembranaire 

(baisse du gradient de potentiel), le marqueur JC-1 pénètre dans l’organite, mais en quantité 

peu importante. Le bas potentiel membranaire fait sortir la majorité des monomères JC-1 qui 

ne peuvent former d’aggrégats. Les monomères restants de JC-1 émettent une fluorescence 

verte à 525 nm, après avoir été excités par le laser Argon à 488 nm (Figure 49 B). 

 

(*) JC-1 : [5,5’,6,6’-tetrachloro-1,1’,3,3’-tetraethylbenzimidazolyl-carbo-cyanine iodide 

(Molecular probes)] 
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Figure 49 : Fluorescence de JC-1 en fonction du potentiel membranaire mitochondrial . 

Observation en microscopie à fluorescence 

 

 

X.1.2. Protocole opératoire 

 

Les cellules HaCat et M4Beu sont traitées avec différentes concentrations d’acide 

ursolique pendant 24 et 48 heures. 

Dans les mêmes conditions de culture, les cellules HaCat et M4Beu sont traitées avec 

de l’eau oxygénée (H2O2), qui est considérée, dans notre étude, comme un témoin positif 

induisant de manière précoce le processus apoptotique (Zuliani et al., 2003). H2O2 (1mM 

finale) est ajoutée 5 heures avant la fin de l’expérimentation. Dans ce protocole, les cellules 

non traitées et traitées avec H2O2 vont permettre de définir le niveau de fluorescence de la 

sonde TOTO-3 (seuil TOTO-3- / TOTO-3+) correspondant respectivement aux cellules 

vivantes et aux cellules mortes. 
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Pour chaque expérimentation, nous constituons un "pool" cellulaire regroupant les 

cellules du surnageant et les cellules du tapis cellulaire. Pour chaque suspension cellulaire, les 

cellules sont comptées, puis centrifugées à 1000 rpm pendant 10 minutes. Elles sont remises 

en suspension avec du milieu complet de façon à obtenir une densité cellulaire de 5x105 

cellules/ml. Un volume de 5 µl du marqueur JC-1 (1 µM finale) est rajouté à chaque 

échantillon qui sera incubé à 37°C pendant 30 minutes. Puis un volume de 0,5 µl du marqueur 

TOTO-3 (1 mM finale) est rajouté aux échantillons avant que ces derniers soient de nouveau 

incubés durant 5 minutes à 37°C. 

L’analyse en cytométrie de flux est réalisée avec un minimum de 104 cellules. Les 

débris cellulaires sont éliminés du reste de la population cellulaire par FACS Vantage 

(Beckton Dickinson, San José, CA) et représentés à l’aide d’un cytogramme FSC versus SSC. 

Les résultats cytométriques sont analysés avec le logiciel “Cell Quest” (Beckton 

Dickinson, USA) et sont visualisés sous forme de cytogrammes : 

�  cytogramme FSC versus FL4 (intensité relative de fluorescence rouge de la 

sonde TOTO-3) pour représenter les populations TOTO-3+ / TOTO-3- 

� cytogramme FL1 (intensité relative de fluorescence verte de la sonde JC-1) 

versus FL2 (intensité relative de fluorescence orange de la sonde JC-1) pour 

représenter les populations cellulaires ayant des mitochondries à haut potentiel 

transmembranaire (orange) et à bas potentiel transmembranaire (vert). 

� cytogramme FL2 versus FL4 pour représenter les trois populations de cellules 

mortes (rouge), vivantes (orange) et apoptotiques (verte). 

 

 

X.2. Etude in situ du potentiel transmembranaire mitochondrial 

(∆Ψm) par simple marquage avec la sonde JC-1 : observation en 

microscopie à fluorescence 

 

Cette étude in situ en microscopie à fluorescence, avec la sonde JC-1, doit nous 

permettre d’observer une photographie ponctuelle de l’état du potentiel membranaire 

mitochondrial des cellules HaCat et M4Beu traitées avec l’acide ursolique. 

Lors de cette étude, les cellules sont adhérées à leur support et ne subissent pas le 

stress du décollement à la trypsine. Ainsi, les cellules observées correspondent uniquement à 

la population de cellules normales ou en cours d’apoptose. 



 173

X.2.1. Principe 

 

Comme préalablement décrit, le fluorochrome JC-1 émet une fluorescence orange 

pour toute mitochondrie à haut potentiel membranaire (cellules vivantes normales) tandis 

qu’il émet une fluorescence verte caractéristique des mitochondries à bas potentiel 

membranaire (cellules vivantes en cours d’apoptose). 

 

X.2.2. Protocole opératoire 

 

Les cellules sont ensemencées sur des lames compartimentées en 4 puits circulaires 

démontables (Lab Tek I, Nunc) avec une densité de 2x104 cellules par puits dans un volume 

de 1 ml. Après 24 heures d’adhérence cellulaire, puis 24 et 48 heures de traitement avec 

l’acide ursolique, un volume de 500 µl de milieu complet contenant 5 µl de JC-1 (1 µM final) 

est déposé sur chaque échantillon. Ces derniers sont incubés durant 35 minutes à 37°C. Après 

un lavage du tapis cellulaire avec du PBS, les puits sont démontés et une lamelle est déposée 

directement sur les quatre échantillons. Ces derniers sont examinés au microscope à 

fluorescence (Leica), puis photographiés. 

 

 

XI. Statistiques 

 

Pour toutes les expérimentations, les analyses statistiques ont été réalisées par des 

analyses de variance (ANOVA). Une valeur inférieure à 0,05 (P<0,05) est considérée comme 

significative. Toutes les expérimentations ont été réalisées trois fois. 
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CHAPITRE I : Lignée cellulaire HaCaT 
 

 

 

 

 

I. Evaluation du potentiel anti-prolifératif de l’a cide ursolique 

 

Dans cette étude portant sur les effets potentiels de l’acide ursolique sur la lignée 

cellulaire HaCaT, notre première approche a été de mettre en évidence l’activité anti-

proliférative de cette biomolécule. Pour cela, nous avons utilisé deux techniques d’évaluation 

de la prolifération cellulaire : la technique du MTT et la technique du bleu trypan.  

 

I.1. Technique du MTT 

 

La viabilité cellulaire a été déterminée après traitement des cellules avec différentes 

concentrations d’acide ursolique sur une durée d’incubation de 24 et 48 heures. Les résultats 

sont exprimés en pourcentage de viabilité par rapport aux cellules témoins non traitées 

(Figure 50). 

Après 24 heures d’incubation, la courbe de prolifération fait apparaître une légère 

augmentation de la viabilité avec des concentrations d’acide ursolique comprises entre 5 et 15 

µM. La viabilité cellulaire maximale est obtenue avec 10 µM d’acide ursolique ; une 

augmentation de la prolifération de 17,75% est observée par rapport aux cellules non traitées. 

Avec 20 µM, un faible effet anti-prolifératif est mis en évidence, avec une diminution de la 

viabilité de 10,23 %. 

Après 48 heures de traitement, un effet anti-prolifératif est observé à partir de 12,5 µM 

d’acide ursolique ; avec 20 µM la viabilité cellulaire est diminuée de 33,4 %. 
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Les résultats semblent montrer que l’acide ursolique présente un effet anti-

prolifératif mais uniquement quand les cellules sont traitées avec les concentrations 15 et 20 

µM (Figure 50). Au terme de ces deux périodes de traitement, et avec cette gamme de 

concentration, les valeurs des IC50 (Concentration d’acide ursolique entraînant une diminution 

de 50 % de la viabilité cellulaire) semblent être largement supérieures à 20 µM et ne sont pas 

déterminées. Cependant, ces résultats ne sont pas en adéquation avec un examen visuel du 

tapis cellulaire : l’observation faite au microscope optique, parallèlement à la mise en place de 

la technique du MTT, fait très nettement apparaître, dès 24 heures, une diminution du nombre 

de cellules traitées, en particulier avec 15 et 20 µM d’acide ursolique. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 50 : Etude de la viabilité des cellules HaCaT en présence d’acide ursolique 

après 24 et 48 heures de traitement. 

 

 

La technique du MTT ne paraissant pas être adaptée à l’étude de la prolifération des 

cellules HaCaT en présence de l’acide ursolique, nous avons déterminé la viabilité cellulaire 

par un comptage direct de ces cellules grâce à la technique du bleu trypan. 
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I.2. Technique du bleu trypan 

 

Les cellules HaCaT sont comptées sur un hémocytomètre de Malassez et les résultats 

sont exprimés en pourcentage de viabilité par rapport aux cellules témoins non traitées 

(Figure 51). 

L’acide ursolique présente un effet anti-prolifératif dose et temps dépendants : 

Après 24 heures d’incubation avec l’acide ursolique, l’IC 50 est comprise entre 15 et 

20 µM d’acide ursolique, avec respectivement 57,30 % et 42,69 % de viabilité cellulaire pour 

ces deux concentrations. 

Après 48 heures de traitement, l’IC50 est de 12,5 µM d’acide ursolique. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 51 : Etude de la viabilité des cellules HaCaT en présence d’acide ursolique 

après 24 et 48 heures de traitement. 
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I.3. Etude comparative de la viabilité des cellules HaCaT en présence 

d’acide ursolique. Techniques du MTT et du bleu trypan. 

 

L’évaluation du potentiel anti-prolifératif de l’acide ursolique, obtenue après le 

comptage des cellules HaCaT avec la technique du bleu trypan, met en évidence un effet 

inhibiteur dose et temps dépendants. La même évaluation faite avec la technique du MTT 

minimise complètement cet effet (Figure 52). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 52 : Analyse comparative de la viabilité cellulaire des cellules HaCaT 

en présence d’acide ursolique (24 et 48 heures de traitement). 

Techniques du MTT et du bleu trypan (n=3). 
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II. Analyse du cycle cellulaire des cellules HaCaT, par cytométrie de flux 

 

Après avoir mis en évidence une activité anti-proliférative de l’acide ursolique sur la 

lignée HaCaT, nous avons recherché si cet effet pouvait être la conséquence d’un arrêt du 

cycle cellulaire induit par cette molécule. 

 

II.1. Etude de la répartition des cellules dans les différentes phases du 

cycle cellulaire 

 

Nous avons utilisé la technique d’analyse du cycle cellulaire par cytométrie de flux 

pour rechercher le contenu en ADN des cellules et ainsi déterminer leur répartition dans les 

différentes phases du cycle. Les résultats sont donnés en pourcentage de cellules dans chaque 

phase du cycle (Tableau 13). 

 

Temps Traitement G0/G1 S G2/M Sub-G1 

Témoin 29,06±±±±1,42 56,91±3,60 % 13,48±1,45 % 1,02±0,22 % 

7,5 µM 30,86±±±±2,55 54,56±3,82 % 13,52±1,21 % 1,06±0,17 % 

10 µM 31,33±±±±2,34 55,18±2,24 % 13,48±0,98 % 0,96±0,18 % 

12,5 µM 37,05±±±±2,88 52,50±2,54 % 10,45±1,01 % 1,12±0,49 % 

15 µM 42,10±±±±3,26 42,13±2,71 % 15,77±1,83 % 3,47±±±±1,14 % 

 
 
 
 

24 h 
 

A
ci

de
 u

rs
ol

iq
ue

 
 

20 µM 46,76±±±±3,13 49,17±2,45 % 4,07±1,46 % 

 

13,23±±±±2,28 % 

 
Temps Traitement G0/G1 S G2/M Sub-G1 

Témoin 30,88±±±±1,99 % 52,27±2,81 % 16,85±2,14 % 1,14±0,21 % 

7,5 µM 37,74±±±±2,21 % 50,46±2,52 % 11,80±1,65 % 1,46±0,33 % 

10 µM 44,87±±±±2,43 % 44,58±3,74 % 10,55±1,42 % 1,36±0,27 % 

12,5 µM 44,17±±±±1,57 % 50,18±2,67 % 5,66±0,93 % 1,10±0,19 % 

15 µM 48,26±±±±2,77 % 44,16±2,44 % 7,58±0,68 % 15,29±±±±2,83 % 

 
 
 
 

48 h 
 

A
ci

de
 u

rs
ol

iq
ue

 
 

20 µM 52,06±±±±3,02 % 41,16±3,14 % 6,79±0,87 % 

 

22,53±±±±3,14 % 

Tableau 13 : Répartition des cellules HaCaT dans les différentes phases du cycle 

cellulaire après 24 et 48 heures de traitement avec l’acide ursolique. 
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Les cellules HaCaT témoins présentent un cycle cellulaire qui évolue normalement 

au cours du temps avec une proportion de cellules dans les phases G1, S et G2/M, comparable 

après 24 et 48 heures de traitement (Tableau 13). 

En ce qui concerne les cellules traitées, nous observons après 24 heures d’incubation, 

une accumulation progressive des cellules HaCaT dans la phase G1 : de 29,06% pour les 

cellules témoins à 46,76% avec 20 µM d’acide ursolique. 

Après 48 heures d’incubation, la même évolution est observée mais avec une plus 

forte accumulation dans cette phase : de 30,88% pour les cellules témoins à 52,06% avec 20 

µM d’acide ursolique. 

De manière concomittente, nous observons une diminution du nombre des cellules en 

phase G2/M en fonction de la concentration d’acide ursolique. 

 

II.2. Mise en évidence d’une population cellulaire apoptotique : 

présence d’un pic sub-G1 

 

L’analyse du cycle cellulaire fait également apparaître un pic sub-G1 (sous-groupe 

de la phase G1) (Tableau 13, Figure 53). Ce pic sub-G1 est représentatif d’une population 

cellulaire apoptotique, caractérisée par une fragmentation de l’ADN (Ormerod et al., 1992). 

En effet, lors du protocole opératoire mis en œuvre pour l’étude du cycle, les cellules sont 

perméabilisées avec de l’éthanol à -20°C créant des micropores dans les membranes 

cytoplasmiques. Ces micropores permettent la pénétration de l’iodure de propidium qui 

pourra aller s’intercaler dans l’ADN. Mais au cours des « lavages » successifs des cellules 

(étapes du protocole opératoire), les micropores laissent échapper dans le milieu 

extracellulaire les petits fragments d’ADN des cellules apoptotiques. Ces dernières se 

retrouvent alors avec un contenu en ADN fortement diminué, mais néanmoins marquées avec 

l’iodure de propidium : le pic sub-G1 représente une accumulation de ces cellules 

apoptotiques dans la sous phase G1, ces cellules ayant perdu la majorité de leur contenu en 

ADN. 

C’est ainsi qu’après 24 heures de traitement, nous observons l’apparition d’un pic 

sub-G1 quand les cellules sont traitées avec 20 µM d’acide ursolique (13,23% de cellules 

apoptotiques). 

Après 48 heures de traitement, ce pic sub-G1 est mis en évidence dès 15 µM d’acide 

ursolique (15,29% de cellules apoptotiques). Pour les cellules traitées avec 20 µM d’acide 
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ursolique, le pourcentage de cellules apoptotiques est très significativement augmenté entre 

24 et 48 heures (de 13,23% à 22,53%). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 53 : Etude de la répartition des cellules HaCaT dans les différentes phases du 

cycle cellulaire après 24 et 48 heures de traitement avec l’acide ursolique par la 

technique de CMF. 
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L’analyse du cycle cellulaire en cytométrie de flux montre que sur la lignée HaCaT, 

l’acide ursolique induit de manière dose et temps dépendants un arrêt du cycle cellulaire en 

phase G1. Lors de cette analyse du cycle cellulaire, la présence du pic sub-G1 est le premier 

élément dans cette étude qui nous amène à penser que l’acide ursolique induit le processus 

apoptotique sur les cellules HaCaT. 

Dans la suite de nos expérimentations, nous étudirons les effets de l’acide ursolique 

avec une gamme de concentration resserrée autour des valeurs de l’IC50. 

 

III. Protéines p53 et p21. Etude de l’expression des ARNm et des protéines 

 

Nous avons montré précédemment en cytométrie de flux que l’acide ursolique 

induisait sur les cellules HaCaT un arrêt du cycle cellulaire en phase G1. Nous avons 

également montré la présence de pics sub-G1, caractéristiques de cellules apoptotiques. Aussi, 

nous nous sommes intéressés aux protéines couramment impliquées dans la régulation du 

cycle cellulaire (p53, p21) et dans l’apoptose (p53). 

 

III.1. Etude de p53 

 

Dans les cellules « normales », la protéine p53 est très faiblement exprimée. Lors 

d’une aggression de la cellule, différentes voies de signalisation aboutissent à la stabilisation 

de la protéine, entraînant son accumulation dans le noyau et son activation comme facteur de 

transcription. 

Cette activation induit l’expression de gènes impliqués dans l’arrêt du cycle 

cellulaire et/ou dans l’induction du processus apoptotique. 

L’activation de p53 peut être modulée à plusieurs niveaux : 

- augmentation de l’expression de la protéine, 

- conversion de p53 d’une forme latente en une forme active (activation par 

phosphorylation, par exemple), 

- translocation de p53 du cytoplasme vers le noyau. 

 

C’est ainsi que, sur les cellules HaCaT, nous avons étudié, avec la technique de RT-

PCR, l’effet de l’acide ursolique sur l’expression de l’ARNm de p53. Nous avons également 
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étudié l’effet de cette biomolécule sur l’expression et l’activation de la protéine p53 en 

utilisant deux techniques : Western Blot et le marquage immunofluorescent indirect in situ. 

 

III.1.1. Expression de l’ARNm de p53 

 

Sur les cellules HaCaT témoins et traitées avec de l’acide ursolique, l’expression de 

l’ARNm de p53 a été mise en évidence à l’aide de la technique RT-PCR. 

Nous avons utilisé l’expression de l’ARNm de la β-actine pour quantifier celle de 

l’ARNm étudié. En effet, la β-actine est une protéine constitutive de la cellule que l’on 

retrouve de façon constante dans les cellules témoins et les cellules traitées : elle ne subit 

aucune altération lors des différents traitements, et c’est pour cette raison que nous l’utilisons 

comme référence dans cette étude. 

L’observation de l’intensité des bandes obtenues en RT-PCR montre que l’acide 

ursolique est sans effet sur l’expression de l’ARNm de p53. La quantification de ces bandes 

en faisant le ratio d’intensité p53 / β-actine pour chacune des bandes confirme cette 

observation (Figure 54). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 54 : Effet de l’acide ursolique sur l’expression de l’ARNm de p53 des 

cellules HaCaT après 24 et 48 heures de traitement. 
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III.1.2. Expression de la protéine p53 

 

Afin de vérifier les résultats obtenus en RT-PCR, nous avons étudié l’expression et 

l’activation de la protéine p53 en utilisant deux techniques : 

- Western Blot avec un anticorps anti-p53 pour étudier l’expression de la protéine, 

- Immunofluorescence indirecte à l’aide d’un anticorps anti-p53 phosphorylé sur 

la sérine 392, pour visualiser l’activation de p53. 

 

III.1.2.1. Expression de p53 par la technique Western Blot 

 

L’observation de l’intensité des bandes et le calcul des ratios p53 / β-actine qui en 

résulte montrent que l’expression de la protéine p53 des cellules traitées avec l’acide 

ursolique, après 24 et 48 heures de traitement, ne présente pas de variations significatives par 

rapport aux cellules témoins (Figure 55). 

Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus avec la technique RT-PCR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 55 : Effet de l’acide ursolique sur l’expression de la protéine p53 des 

cellules HaCaT après 24 et 48 heures de traitement. 

Technique Western Blot (n=3). 
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III.1.2.2. Activation de p53 par immunofluorescence indirecte 

 

Quand p53 est activée in vitro, la protéine subit des modifications post-

traductionnelles et en particulier une phosporylation de la sérine 392 (Sakaguchi et al., 1997). 

Aussi dans cette étude sur les cellules HaCaT, nous avons effectué un marquage 

immunofluorescent de p53 avec un anticorps anti-p53 phosphorylé et spécifique de la sérine 

392, sur lequel on fixe un deuxième anticorps couplé au fluorochrome FITC. 

Sur la figure 56, nous pouvons observer que les cellules témoins, après 24 heures 

d’incubation, présentent au niveau du cytoplasme une fluorescence diffuse, traduisant 

l’activation basale de la protéine p53. En revanche, les cellules traitées avec de l’acide 

ursolique font apparaître une fluorescence verte de plus en plus intense qui évolue du 

cytoplasme vers le noyau en fonction de l’augmentation de la concentration de la molécule. 

Ces résultats mettent en évidence l’activation de p53 (phosphorylation) et sa translocation 

vers le noyau. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 56 : Immunofluorescence indirecte de la protéine p53 des cellules 

HaCaT après 24 heures de traitement avec l’acide ursolique. 

Photographies représentatives de l’une des trois expérimentations. 

Grossissement x 200. (n=3) 

Cellules non traitées  10 µM 

15 µM 12,5 µM 
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Le marquage après 48 heures d’incubation est comparable à celui de 24 heures 

(résultats non présentés). 

 

Dans cette étude sur la protéine p53 des cellules HaCaT traitées avec de l’acide 

ursolique, nous observons grâce à un immunomarquage, une activation de cette protéine, alors 

que les techniques de RT-PCR et de Western Blot n’avaient montré aucune augmentation 

dans l’expression des ARNm et dans l’expression de la protéine. 

 

III.2. Etude de p21 

 

La protéine p21 est une cible majeure de p53 ; cette dernière stimule la transcription 

du gène WAF-1, codant pour la protéine p21. Il est admis que l’activation de p21 est en 

grande partie responsable de l’arrêt du cycle cellulaire en phase G1 (Waldmann et al., 1992). 

Aussi, après avoir montré un arrêt du cycle en phase G1, ainsi que l’activation in situ 

de p53 sur les cellules HaCaT traitées avec de l’acide ursolique, nous nous sommes donc 

intéréssés à l’expression de l’ARNm (RT-PCR), puis à l’expression (Western Blot et 

immunomarquage fluorescent indirect) de p21. 

 

III.2.1. Expression de l’ARNm de p21 

 

Les résultats obtenus avec la technique RT-PCR montrent que l’acide ursolique 

augmente de manière significative l’expression de l’ARNm de p21 (Figure 57). 

Après 24 heures de traitement, le ratio p21/β-actine est de 0,14 pour les cellules 

témoins et de 0,69 pour les cellules traitées avec 15 µM d’acide ursolique, soit une 

augmentation d’un facteur de 4,9. 

Après 48 heures de traitement, le ratio est de 0,36 pour les cellules témoins et de 0,59 

pour les cellules traitées avec 15 µM d’acide ursolique, soit une augmentation d’un facteur de 

1,6. 

 

 



 187

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 57 : Effet de l’acide ursolique sur l’expression de l’ARNm de p21 des 

cellules HaCaT après 24 et 48 heures de traitement. 

Technique RT-PCR (n=3). (* P<0,05). 

 

III.2.2. Expression de la protéine p21 

 

Pour confirmer les résultats obtenus en RT-PCR, nous avons étudié l’expression de 

la protéine p21 par les techniques Western Blot et immunofluorescence indirecte en utilisant 

un anticorps anti-p21. 

 

III.2.2.1. Expression de p21 par la technique Western Blot 

 

L’observation des bandes protéiques de p21 des cellules traitées montre une 

augmentation de l’expression de p21 en fonction de la concentration en acide ursolique. Le 

calcul des ratios p21 / β-actine confirme cette observation (Figure 58). 

Après 24 heures de traitement, le ratio est de 0,54 pour les cellules non traitées et de 

1,35 pour les cellules traitées avec 15 µM d’acide ursolique, soit une augmentation d’un 

facteur de 2,5. 
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Après 48 heures de traitement, le ratio est de 0,78 pour les cellules non traitées et de 

1,34 pour les cellules traitées avec 15 µM d’acide ursolique, soit une augmentation d’un 

facteur de 1,7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 58 : Effet de l’acide ursolique sur l’expression de la protéine p21 des cellules 

HaCaT après 24 et 48 heures de traitement. 

Technique Western Blot (n=3). (* P<0,05) 

 

III.2.2.2. Expression de p21 par immunofluorescence indirecte 

 

Nous avons réalisé l’immunomarquage in situ des cellules HaCaT avec le même 
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Figure 59 : Immunofluorescence indirecte de la protéine p21 des cellules 

HaCaT après 24 heures de traitement avec l’acide ursolique. 

Photographies représentatives de l’une des trois expérimentations. 

Grossissement x 200. (n=3). 

 

 

Après 48 heures d’incubation (Figure 60), et par rapport à 24 heures, nous pouvons 

observer que les cellules traitées présentent au niveau du cytoplasme une fluorescence verte 

beaucoup plus intense : cette observation semble indiquer une plus grande expression de la 

protéine p21 après 48 heures de traitement. 
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Figure 60 : Immunofluorescence indirecte de la protéine p21 des cellules 

HaCaT après 48 heures de traitement avec l’acide ursolique. 

Photographies représentatives de l’une des trois expérimentations. 

Grossissement x 200. (n=3). 

 

Ces résultats obtenus par immunomarquage in situ corroborent ceux obtenus avec les 

techniques de RT-PCR et de Western Blot. 

L’étude de p21 nous a permis de montrer successivement une augmentation de l’expression 

de l’ARNm et de la protéine p21 quand les cellules sont traitées avec différentes 

concentrations d’acide ursolique. Ces résultats sont en adéquation et montrent, sur les cellules 

HaCaT, le rôle majeur de la protéine p21 dans l’arrêt du cycle cellulaire en phase G1. 

Dans cette étude sur les protéines p53 et p21 des cellules HaCaT traitées avec de 

l’acide ursolique, nous avons montré une activation de p53 par phosphorylation grâce à un 

immunomarquage, mais aussi une augmentation de l’expression de l’ARNm de p21 et de la 

protéine. Les résultats sur les cellules HaCaT suggérent que la protéine p53 est impliquée 

dans le processus apoptotique (pic sub-G1) et que la protéine p21 joue un rôle majeur dans 

l’arrêt du cycle cellulaire en phase G1. 
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IV. Etude du processus apoptotique dépendant de l’activation des caspases 

 

Après traitement des cellules HaCaT avec de l’acide ursolique, l’analyse du cycle 

cellulaire nous a permis de mettre en évidence un arrêt du cycle en phase G1, mais aussi une 

accumulation de cellules dans le sous groupe de la phase G1 (pic sub-G1, caractéristique 

d’une population de cellules apoptotiques). La présence de ce pic, mais également l’activation 

de la protéine p53, nous ont conduit à étudier de manière plus approfondie le mécanisme 

d’apoptose induit par l’acide ursolique sur les cellules HaCaT. 

Le processus apoptotique est caractérisé par des modifications morphologiques et 

biochimiques. Parmi les critères morphologiques, l’apparition de corps apoptotiques, 

(événement tardif observable uniquement in vitro), est observée et pourrait correspondre aux 

cellules acumulées dans la phase sub-G1, représentée par un pic. Aux critères biochimiques 

est généralement associée l’activation des caspases, responsables de l’initiation et de 

l’exécution de l’apoptose. 

Afin de préciser le mécanisme d’action de l’acide ursolique comme inducteur du 

processus apoptotique sur les cellules HaCaT, nous avons cherché à évaluer l’activation des 

caspases, en réponse au traitement. 

 

IV.1. Etude de l’activation des caspases par marquage in situ des 

cellules HaCaT à l’aide du substrat-inhibiteur de caspases FITC-VAD-

FMK 

 

Afin de préciser le mécanisme d’action de l’acide ursolique comme inducteur du 

processus apoptotique sur les cellules HaCaT, nous avons évalué le potentiel de cette 

molécule sur l’activation des caspases. Pour cela, nous avons effectué un marquage in situ des 

cellules à l’aide de la sonde fluorescente FITC-VAD-FMK (fluorochrome FITC et 

groupement FMK). En se liant au site catalytique d’une caspase active, ce composé se 

comporte comme un inhibiteur irréversible, libère son fluorochrome et permet ainsi de mettre 

en évidence l’ensemble des caspases actives. 

 

Les résultats obtenus après 24 et 48 heures de traitement sont représentés sur les 

photographies de la figure 61 et 62. 
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Le tapis cellulaire des cellules non traitées présente une fluorescence verte diffuse, ce 

qui traduit l’expression basale de l’activité caspase. 

En ce qui concerne les cellules traitées, et pour les deux périodes d’incubation, nous 

pouvons observer que, de façon concomitante, le nombre de cellules marquées, et leur 

intensité de fluorescence au sein du cytoplasme, augmentent en fonction de la concentration 

d’acide ursolique. Avec 15 µM d’acide ursolique, le nombre de cellules présentant une forte 

intensité de fluorescence est particulièrement augmenté par rapport aux cellules témoins. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 61 : Marquage in situ des cellules HaCaT avec l’inhibiteur FITC-VAD-

FMK après 24 h de traitement avec l’acide ursolique. 

Photographies représentatives de l’une des trois expérimentations. 

Grossissement x 200. (n=3). 
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Figure 62 : Marquage in situ des cellules HaCaT avec l’inhibiteur FITC-VAD-

FMK après 48 h de traitement avec l’acide ursolique. 

Photographies représentatives de l’une des trois expérimentations. 

Grossissement x 200. (n=3). 

 

L’utilisation de l’inhibiteur FITC-VAD-FMK nous a permis de montrer une 

augmentation du nombre des caspases actives quand les cellules HaCaT sont traitées avec 

l’acide ursolique, ce qui semble indiquer une induction du processus apoptotique caspase-

dépendant. 
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IV.2. Etude des activités caspases 

 

Après avoir montré, in situ, que l’acide ursolique induisait l’activation de caspases 

sur les cellules HaCaT, il nous a paru important d’identifier quelles étaient les caspases 

impliquées dans ce processus apoptotique. 

Les deux voies principales de transduction du signal qui conduisent à l’apoptose sont 

la voie des récepteurs de la mort et la voie mitochondriale, appelées également voie 

extrinsèque et voie intrinsèque. 

Les modifications biochimiques qui s’opèrent lors du processus apoptotique sont 

l’activation de caspases initiatrices, en particulier la caspase-8 (voie des récepteurs) et la 

caspase-9 (voie mitochondriale). L’activation de l’une et/ou de l’autre de ces caspases aboutit, 

à la suite d’un processus en cascade, à l’activation de caspases exécutrices, et plus 

particulièrement à l’activation de la caspase-3. Cette dernière induit alors de manière 

irréversible la mort cellulaire par apoptose. 

La caspase-1, impliquée dans le processus inflammatoire, peut également dans 

certains cas activer la caspase-3. 

C’est ainsi que, dans le cas de cellules HaCaT traitées avec de l’acide ursolique, nous 

nous sommes intéressés à chacune de ces caspases. 

Dans un premier temps, nous avons étudié l’expression de leur ARNm (technique de 

RT-PCR), puis dans un deuxième temps nous avons effectué, par spectrofluorimétrie, le 

dosage de leur activité enzymatique, en utilisant des substrats spécifiques et des inhibiteurs 

spécifiques. 

 

IV.2.1. Etude de la caspase-3 

 

La caspase-3 est la caspase effectrice majeure directement impliquée dans 

l’exécution de l’apoptose. 

 

IV.2.1.1. Expression de l’ARNm de la caspase-3 

 

Après 24 et 48 heures de traitement (Figure 63), l’observation de l’intensité de 

chacune des bandes montre une augmentation de l’expression de l’ARNm de la caspase-3. 
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Cette observation est confirmée par le calcul du ratio ARNm de la caspase-3 / β-actine pour 

chaque bande. Le maximum d’augmentation est observé avec 15 µM d’acide ursolique. 

Après 24 heures de traitement, le ratio est de 0,38 pour les cellules non traitées et de 

0,51 pour les cellules traitées avec 15 µM d’acide ursolique, soit une augmentation d’un 

facteur de 1,34. 

Après 48 heures de traitement, le ratio est de 0,39 pour les cellules non traitées et de 

0,48 pour les cellules traitées avec 15 µM d’acide ursolique, soit une augmentation d’un 

facteur de 1,23. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 63 : Effet de l’acide ursolique sur l’expression de l’ARNm de la 

caspase-3 des cellules HaCaT après 24 et 48 heures de traitement. 

Technique RT-PCR (n=3). (* P<0,05) 

 

IV.2.1.2. Activité enzymatique de la caspase-3 
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Pour cela nous avons utilisé un substrat synthétique spécifique de la caspase-3 (Ac-

DEVD-AMC). Nous avons également utilisé un inhibiteur synthétique spécifique de la 

caspase-3 (Ac-DEVD-CHO) pour s’assurer de la spécificité du dosage. 

Les valeurs de l’activité enzymatique sont exprimées en unités relative de 

fluorescence (URF) après un dosage par spectrofluorimétrie (Figure 64). 

Après 24 heures de traitement, le dosage enzymatique de la caspase-3 ne fait 

apparaître aucune différence significative entre les cellules témoins et les cellules traitées. 

Après 48 heures de traitement, l’activité enzymatique est très significativement 

augmentée dès 12,5µM d’acide ursolique : 

- cellules non traitées : 721 URF 

- cellules traitées avec 12,5 µM d’acide ursolique : 1680 URF, soit une 

augmentation d’un facteur de 2,9 

- cellules traitées avec 15 µM d’acide ursolique : 2711 URF, soit une 

augmentation d’un facteur de 4,7 

En présence de l’inhibiteur spécifique, l’activité de la caspase-3 ne varie pas ; le 

niveau de fluorescence basal reste constant, ce qui nous permet de confirmer la spécificité du 

couple substrat/inhibiteur utilisé pour la caspase-3. 

Ces résultats montrent un effet dose et temps dépendants de l’acide ursolique sur 

l’activation enzymatique de la caspase-3. L’augmentation enzymatique est particulièrement 

importante après 48 heures de traitement, alors qu’une augmentation de l’expression de 

l’ARNm de cette caspase est détectée dès 24 heures. 

Dans ces premières études relatives aux caspases nous avons mis en évidence : 

- une activation des caspases (marquage in situ avec FITC-VAD-FMK) 

- une activation importante de la caspase exécutrice de l’apoptose, la caspase-3 

(dosage enzymatique). 

Aussi, afin de progresser dans la compréhension du mécanisme d’action de l’acide 

ursolique, nous nous sommes donc intéressés aux différentes caspases situées en amont de la 

caspase-3 (caspase-8, caspase-9). Nous avons également étudié la caspase-1 impliquée dans le 

processus inflammatoire et qui peut dans certains cas activer la caspase-3. 
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Figure 64 : Activité enzymatique de la caspase-3 des cellules HaCaT après 24 et 48 

heures de traitement avec l’acide ursolique. 
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IV.2.2. Etude de la caspase-1 

 

La caspase-1 est principalement impliquée dans les événements inflammatoires. 

Dans certains cas, au cours de ces événements, l’activation de la caspase-1 peut induire 

également l’activation de la caspase-3 et entraîner l’apoptose (Choi et al., 2004). 

C’est ainsi que nous avons étudié la caspase-1 pour déterminer si l’activation de la 

caspase-3 par l’acide ursolique, précédemment mise en évidence, pouvait résulter d’un 

processus inflammatoire. 

 

IV.2.2.1. Expression de l’ARNm de la caspase-1 

 

Après 24 et 48 heures de traitement avec l’acide ursolique, l’expression de l’ARNm 

de la caspase-1 ne présente aucune variation significative par rapport aux cellules non traitées 

(Figure 65). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 65 : Effet de l’acide ursolique sur l’expression de l’ARNm de caspase-1 

des cellules HaCaT après 24 et 48 heures de traitement. 

Technique RT-PCR. (n=3). 
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IV.2.2.2. Activité enzymatique de la caspase-1 

 

Les expérimentations ont été réalisées en utilisant un substrat synthétique spécifique 

de la caspase-1 (Ac-YVAD-AMC) et un inhibiteur spécifique (Ac-YVAD-CHO) (Figure 66). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 66 : Activité enzymatique de la caspase-1 des cellules HaCaT après 24 h et 

48 h de traitement avec l’acide ursolique. 
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Après 24 heures de traitement avec les différentes concentrations d’acide ursolique, 

l’activité de la caspase-1 dans les cellules traitées n’évolue pas par rapport à celle des cellules 

témoins. 

Après 48 heures de traitement, une légère augmentation de l’activité est observée 

pour les cellules traitées avec 15 µM d’acide ursolique : 

- cellules non traitées : 721,25 URF 

- cellules traitées avec 15 µM d’acide ursolique : 1066,25 URF,  

soit une augmentation d’un facteur de 1,48 

L’activité mesurée est bien celle de la caspase-1 puisque la présence de l’inhibiteur 

spécifique inhibe complétement cette activité. 

Il est à noter également que l’activation mise en évidence avec 15 µM d’acide 

ursolique n’est pas corrélée avec une augmentation de l’expression de l’ARNm. 

 

IV.2.3. Etude de la caspase-8 

 

La caspase-8 est une caspase initiatrice de la voie extrinsèque conduisant à l’apotose. 

Son étude doit nous permettre d’appréhender si cette voie de transduction peut être impliquée 

dans le processus apoptotique induit sur les cellules HaCaT par l’acide ursolique. 

 

IV.2.3.1. Expression de l’ARNm de la caspase-8 

 

Après 24 et 48 heures de traitement, l’observation des bandes obtenues en RT-PCR, 

ainsi que le calcul du ratio caspase-8 / β-actine ne fait apparaître aucune différence 

significative entre les cellules témoins et les cellules traitées (Figure 67). 
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Figure 67 : Effet de l’acide ursolique sur l’expression de l’ARNm de la 

caspase-8 des cellules HaCaT après 24 et 48 heures de traitement. 

Technique RT-PCR (n=3) 

 

IV.2.3.2. Activité enzymatique de la caspase-8 

 

Le substrat spécifique de la caspase-8 utilisé pour cette étude est Ac-IETD-AMC et 

l’inhibiteur spécifique est Ac-IETD-CHO (Figure 68). 
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d’un facteur de 1,57 

La présence de l’inhibiteur spécifique réprime complétement l’activité de la caspase-

8, ce qui confirme la spécificité du substrat de la caspase-8. 
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Avec 15 µM d’acide ursolique, pour la caspase-8 et de la même manière que pour la 

caspase-1, nous avons mesuré une augmentation de l’activité enzymatique sans pour autant 

avoir mis en évidence une surexpression de l’ARNm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 68 : Activité enzymatique de la caspase-8 des cellules HaCaT après 24 h et 

48 h de traitement avec l’acide ursolique. 
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IV.2.4. Etude de la caspase-9 

 

La caspase-9 caractérise la voie apoptotique intrinsèque ou voie mitochondriale. 

Son étude doit nous permettre d’appréhender si cette voie de transduction peut être 

impliquée dans le processus apoptotique induit par l’acide ursolique sur les cellules HaCaT. 

 

IV.2.4.1. Expression de l’ARNm de la caspase-9 

 

Après 24 et 48 heures de traitement, l’acide ursolique n’entraîne aucune variation 

significative de l’expression de l’ARNm de la caspase-9 (Figure 69). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 69 : Effet de l’acide ursolique sur l’expression de l’ARNm de la 

caspase-9 des cellules HaCat après 24 et 48 heures de traitement. 

Technique RT-PCR (n=3) 
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IV.2.4.2. Activité enzymatique de la caspase-9 

 

Pour l’étude de l’activité enzymatique de la caspase-9, nous avons utilisé le substrat 

spécifique (Ac-LEHD-AMC) et l’inhibiteur spécifique (Ac-LEHD-CHO) (Figure 70). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 70 : Activité enzymatique de la caspase-9 des cellules HaCaT après 24 h et 

48 h de traitement avec l’acide ursolique. 
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Après 24 heures de traitement avec l’acide ursolique, aucune variation de l’activité 

enzymatique n’est observée par rapport à l’activité des cellules témoins. 

Après 48 heures de traitement, une augmentation de l’activité est mesurée à partir de 

12,5 µM : 

-cellules non traitées : 441 URF 

-cellules traitées avec 12,5 µM d’acide ursolique : 554 URF soit une 

augmentation d’un facteur de 1,26 

-cellules traitées avec 15 µM d’acide ursolique : 766 URF soit une augmentation 

d’un facteur de 1,71 

La présence de l’inhibiteur spécifique montre que l’activité mesurée est bien celle de 

la caspase-9. 

Comme précédemment avec la caspase-1 et la caspase-8, l’activation de la caspase-9 

n’est pas corrélée avec une surexpression de l’ARNm. 

 

IV.2.5. Etude comparative de l’activité enzymatique des caspases étudiées 

 

Après 24 heures de traitement avec l’acide ursolique, aucune des caspases étudiées 

ne présente une augmentation significative de son activité (étude comparative non présentée). 

Après 48 heures de traitement (Figure 71), l’activité de la caspase-3 est très 

nettement augmentée à partir de 12,5 µM d’acide ursolique.  

L’activité de la caspase-9 est également augmentée dès 12,5 µM mais dans une bien 

moindre proportion. 

Les activités de la caspase-8 et de la caspase-1 sont également augmentées mais 

uniquement avec 15 µM, et dans une proportion plus faible que celle de la caspase-9. 

Ces résultats peuvent suggèrer que la voie mitochondriale (caspase-9) pourrait être la 

voie initiatrice du processus apoptotique dans les cellules HaCaT. 
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Figure 71 : Etude comparative des facteurs d’augmentation de l’activité des caspases 

des cellules HaCaT après 48 heures de traitement. 
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V. Etude du potentiel transmembranaire mitochondrial (∆∆∆∆ΨΨΨΨm) 

 

La première perturbation cellulaire détectable au cours du processus apoptotique issu 

de la voie mitochondriale est une dissipation du potentiel transmembranaire mitochondrial. 

Ainsi, après avoir mis en évidence l’activation de la caspase-9, suggérant 

l’implication de la voie mitochondriale dans le processus apototique, nous avons étudié 

l’évolution du potentiel mitochondrial des cellules HaCaT traitées avec de l’acide ursolique. 

 

V.1 Etude du potentiel transmembranaire mitochondrial par 

marquage in situ avec le fluorochrome JC-1 

 

Nous avons effectué un marquage in situ avec le fluorochrome JC-1 sur les cellules 

HaCaT pour avoir une vision qualitative du potentiel mitochondrial de ces cellules quand 

elles sont traitées avec de l’acide ursolique. Le marquage est opéré uniquement sur les cellules 

vivantes, adhérées au support de la boîte de culture ; les cellules mortes sont éliminées par 

lavage lors du protocole opératoire. 

La population cellulaire « normale » présente un haut potentiel mitochondrial qui 

favorise la pénétration de la sonde dans les mitochondries . Sous l’influence de ce haut 

potentiel, le fluorochrome, initialement sous forme de monomères, va former, à l’intérieur de 

la mitochondrie, des aggrégats qui fluorescent dans le orange. En revanche, les cellules en 

cours d’apoptose à bas potentiel mitochondrial laissent pénétrer la sonde JC-1 en petite 

quantité : le fluorochrome reste alors sous forme de monomères qui fluorescent dans le vert. 

La discrimination entre les cellules à haut potentiel et les cellules apoptotiques à bas 

potentiel, est réalisée par une observation du tapis cellulaire en microscopie à fluorescence 

(Figure 72). 

Après 24 et 48 heures d’incubation, les cellules non traitées présentent 

majoritairement une fluorescence orange, ce qui indique la présence de cellules intègres avec 

un haut potentiel mitochondrial. 

Après 24 et 48 heures d’incubation, en ce qui concerne les cellules traitées, nous 

pouvons observer, dès 10 µM d’acide ursolique la présence de cellules à bas potentiel 

mitochondrial qui fluorescent dans le vert. Au delà de 10 µM, le nombre de cellules à bas 

potentiel augmente en fonction de la concentration d’acide ursolique, alors que de manière 

concomitante le nombre de cellules à haut potentiel diminue. 
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Figure 72 : Marquage in situ du potentiel mitochondrial membranaire des 

cellules HaCaT avec le fluorochrome JC-1 après 24 et 48 heures de traitement 

avec de l’acide ursolique. 

Photographies représentatives de l’une des trois expérimentations. 

Grossissement x 200. (n=3). 
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La fluorescence verte plus intense après 48 heures d’incubation semble signifier une 

chute de potentiel plus marquée qu’à 24 heures. 

Cette analyse in situ nous indique que l’acide ursolique induit, de manière dose et 

temps dépendants, la chute du potentiel mitochondrial membranaire des cellules HaCaT. 

L’observation des différentes photographies fait également apparaître une 

hétérogénéicité intra-cellulaire entre la fluorescence orange et la fluorescence verte, ce qui 

montre l’évolution du potentiel mitochondrial dans une même cellule. 

 

V.2. Analyse du potentiel transmembranaire mitochondrial en 

cytométrie de flux 

 

Le marquage in situ des cellules HaCaT, avec le fluorochrome JC-1, nous a permis 

de montrer qualitativement que l’acide ursolique induisait une chute du potentiel 

mitochondrial. Pour quantifier cette chute de potentiel, nous avons effectué un double 

marquage cellulaire, suivi d’une analyse en cytométrie de flux. 

Dans un premier temps, à partir de la population cellulaire totale, le marquage des 

cellules HaCaT avec le fluorochrome TOTO-3 permet de discriminer, par une analyse en 

CMF, les cellules vivantes (nommées TOTO-3-) et les cellules mortes (TOTO-3+). 

Dans un deuxième temps, c’est uniquement à partir de la population de cellules 

vivantes (cellules « normales » et cellules en cours d’apoptose), que l’évolution du potentiel 

mitochondrial est suivie en CMF grâce au fluorochrome JC-1. 

Enfin, à partir de la population totale, nous avons déterminé le taux d’apoptose 

résultant de la voie mitochondriale, à l’aide d’un double marquage TOTO-3 et JC-1. 

 

V.2.1. Discrimination entre les cellules vivantes et les cellules mortes avec le 

fluorochrome TOTO-3 

 

Les cellules mortes ayant perdu leur intégrité membranaire laissent pénétrer la sonde 

TOTO -3 qui va alors s’intercaler dans l’ADN nucléaire. Cette population cellulaire, nommée 

TOTO -3+ va émettre une fluorescence dans le rouge. 

Les figures 73 et 74 représentent, à partir de la population totale, les cytogrammes de 

répartition entre les cellules vivantes et les cellules mortes ; cette dicrimination est nécessaire 

pour poursuivre l’étude du potentiel transmembranaire mitochondrial. 
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Cette discrimination met également en évidence l’effet anti-prolifératif dose et temps 

dépendants de l’acide ursolique sur les cellules HaCaT : la valeur de l’IC50 est proche de 20 

µM après 24 heures de traitement, et est comprise entre 12,5 et 15 µM d’acide ursolique après 

48 heures. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 73 : Cytogrammes de répartition des cellules HaCaT mortes (TOTO-3+) et 

vivantes (TOTO-3-) après 24 heures de traitement avec l’acide ursolique. 

FSC (Forward Scatter) en fonction de FL4 (l’intensité relative de fluorescence rouge 

en TOTO-3). (H2O2=Témoin positif). Cytogrammes représentatifs de l’une des trois 

expérimentations (n=3). 
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Figure 74 : Cytogrammes de répartition des cellules HaCaT mortes (TOTO-3+) et 

vivantes (TOTO-3-) après 48 heures de traitement avec l’acide ursolique. 

FSC (Forward Scatter) en fonction de FL4 (l’intensité relative de fluorescence rouge 

en TOTO-3). (H2O2=Témoin positif). Cytogrammes représentatifs de l’une des trois 

expérimentations (n=3). 
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V.2.2. Evolution du potentiel transmembranaire mitochondrial des cellules 

vivantes (TOTO-3-) à l’aide du fluorochrome JC-1 

 

Cette étude est réalisée sur la population de cellules vivantes (TOTO-3-) discriminée 

précédemment. Le marquage avec le fluorochrome JC-1 permet de mettre en évidence le 

niveau du potentiel transmembranaire mitochondrial des cellules « normales » et des cellules 

en cours d’apoptose. Les cellules en apoptose secondaire, qui ont perdu leur intégrité 

membranaires et considérées comme mortes, sont exclues de cette analyse. 

Comme précédemment décrit (marquage in situ avec JC-1), les cellules normales 

avec un haut potentiel transmembranaire mitochondrial fluorescent dans le orange, alors que 

les cellules en cours d’apoptose fluorescent dans le vert. 

Les figures 75 et 76 représentent les cytogrammes de répartition entre les cellules à 

haut potentiel transmembranaire mitochondrial et les cellules à bas potentiel 

transmembranaire mitochondrial. 

Les résultats compilés et présentés sous forme d’histogrammes (Figure 77) montrent 

que le nombre de cellules à bas potentiel transmembranaire mitochondrial augmente 

progressivement avec la concentration d’acide ursolique : 

Après 24 heures de traitement : 

- 2,53 % de cellules à bas potentiel dans les cellules non traitées 

- 16,95 % de cellules à bas potentiel avec 20 µM d’acide ursolique 

 

Après 48 heures de traitement : 

- 8,16 % de cellules à bas potentiel dans les cellules non traitées 

- 19,86 % de cellules à bas potentiel avec 20 µM d’acide ursolique 
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Figure 75 : Sur les cellules HaCaT vivantes (TOTO-3-), cytogrammes de 

répartition des cellules à haut potentiel et des cellules à bas potentiel 

transmembranaire mitochondrial après 24 heures de traitement avec l’acide 

ursolique.  

Analyse en CMF avec JC-1 (n=3). (H2O2=Témoin positif) 

FL1 : intensité relative de fluorescence verte du JC-1 

FL2 : intensité relative de fluoresence orange du JC-1 
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Figure 76 : Sur les cellules HaCaT vivantes (TOTO-3-), cytogrammes de 

répartition des cellules à haut potentiel et des cellules à bas potentiel 

transmembranaire mitochondrial après 48 heures de traitement avec l’acide 

ursolique.  

Analyse en CMF avec JC-1 (n=3). (H2O2=Témoin positif) 

FL1 : intensité relative de fluorescence verte du JC-1 

FL2 : intensité relative de fluoresence orange du JC-1 
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Figure 77 : Histogrammes de répartition des cellules HaCaT possédant des 

mitochondries à bas potentiel mitochondrial après 24 et 48 heures de traitement avec 

l’acide ursolique. 
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V.2.3. Détermination du taux d’apoptose sur la population cellulaire HaCaT 

totale à l’aide du double marquage TOTO-3 et JC-1 en CMF 

 

A partir des résultats précédents obtenus en cytomètrie de flux et grâce à une analyse 

multiparamétrique, nous pouvons déterminer sur la population cellulaire totale le pourcentage 

de cellules en cours d’apoptose issue de la voie mitochondriale. 

Les figures 78 et 79 représentent, à partir de la population cellulaire totale, les 

cytogrammes de répartition des trois sous types de population : 

- cellules mortes, TOTO-3+, 

- cellules vivantes « normales », TOTO-3-, à haut potentiel mitochondrial, 

- cellules vivantes, TOTO-3- , en cours d’apoptose, à bas potentiel mitochondrial. 

 

Les résultats de l’analyse en CMF sont compilés et présentés dans le tableau 14. 

Après 24 heures de traitement, le pourcentage de cellules en cours d’apoptose 

augmente très progressivement en fonction de la concentration d’acide ursolique : de 3,81 % 

pour les cellules non traitées à 13,88 % pour les cellules traitées avec 20 µM d’acide 

ursolique. 

Après 48 heures de traitement, les cellules en cours d’apoptose n’exèdent pas 

12,17% avec 12,5 µM d’acide ursolique (7,39 % pour les cellules non traitées). Le 

pourcentage de cellules en cours d’apoptose diminue avec 15 et 20 µM, respectivement 8,90 

et 4,43 %. Cette diminution peut s’expliquer par le fait que le nombre de cellules mortes est 

particulièrement important avec ces deux concentrations, en particulier avec 20 µM d’acide 

ursolique (79,75 % de cellules mortes). On peut penser également qu’un nombre non 

négligeable de cellules ait évolué vers un stade d’apoptose secondaire (ou tardive), ce qui 

minimise le nombre de cellules apoptotiques pris en compte par cette technique. 

Cette analyse en CMF nous indique que l’acide ursolique a un effet relativement faible 

sur la chute du potentiel mitochondrial des cellules HaCaT et par conséquent sur le nombre de 

cellules apoptotiques qui découlent de cette voie. 

 

Ainsi la voie mitochondriale ne semble pas être la voie de transduction principale dans 

le processus apoptotique induit par l’acide ursolique. 
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FL2 : Fluorescence orange vs FL4 : Fluorescence rouge (H2O2=Témoin positif). 

Figure 78 : Cytogrammes de répartition des trois sous-populations des cellules 

HaCaT à partir de la population cellulaire totale après 24 heures de traitement avec 

l’acide ursolique. Analyse en CMF avec TOTO-3 et JC-1.  

TOTO-3+ : cellules mortes (nécrose + apoptose IIère)  

TOTO-3- : cellules vivantes « normales » = haut potentiel mitochondrial et cellules 

vivante en apoptose Ière = bas potentiel mitochondrial. 

Cytogrammes représentatifs de l’une des trois expérimentations (n=3). 
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FL2 : Fluorescence orange vs FL4 : Fluorescence rouge (H2O2=Témoin positif). 

Figure 79 : Cytogrammes de répartition des trois sous-populations des cellules 

HaCaT à partir de la population cellulaire totale après 48 heures de traitement avec 

l’acide ursolique. Analyse en CMF avec TOTO-3 et JC-1. 

TOTO-3+ : cellules mortes (nécrose + apoptose IIère)  

TOTO-3- : cellules vivantes « normales » = haut potentiel mitochondrial et cellules 

vivante en apoptose Ière = bas potentiel mitochondrial. 

Cytogrammes représentatifs de l’une des trois expérimentations (n=3). 
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Cellules vivantes (%) 
(TOTO-3-) 

Temps Traitement 
Apoptose 
(~∆Ψm bas) 

Normales 
(~∆Ψm haut) 

Cellules mortes 
(%) 

(TOTO-3+) 

Population 
totale 
(%)  

- H2O2 (T+) 27,92±2,24 35,04±3,40 37,04±2,46 100,00 

Témoin 3,81±0,45 93,12±2,56 3,07±0,24 100,00 

10 6,95±0,96 87,71±1,85 5,34±1,33 100,00 

12,5 5,33±1,02 85,48±1,62 9,19±1,56 100,00 

15 6,36±1,12 80,63±1,89 13,01±2,19 100,00 

 
 
 

24 h 

 
[UA] 
(µM) 

20 13,88±1,74 41,72±2,54 44,40±3,51 100,00  

 

Cellules vivantes (%) 
(TOTO-3-) 

Temps Traitement 
Apoptose 
(~∆Ψm bas) 

Normales 
(~∆Ψm haut) 

Cellules mortes 
(%) 

(TOTO-3+) 

Population 
totale 
(%)  

- H2O2 (T+) 27,92±2,24 35,04±3,40 37,04±2,46 100,00 

Témoin 7,39±1,88 84,04±2,23 8,57±1,52 100,00 

10 9,76±1,31 62,28±1,99 27,96±1,74 100,00 

12,5 12,17±1,06 48,56±1,56 39,27±2,13 100,00 

15 8,90±0,96 36,10±2,14 55,00±3,54 100,00 

 
 
 

48 h 

 
[UA] 
(µM) 

20 4,43±0,54 15,82±1,91 79,75±4,06 100,00 

 

Tableau 14 : Sur la population totale des cellules HaCaT, analyse de la répartition 

entre les cellules mortes, les cellules vivantes « normales » et les cellules vivantes en 

cours d’apoptose. Analyse en CMF avec les fluorochromes TOTO-3 et JC-1.  

(n=3). 
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 VI. Etude des molécules apoptogènes libérées à partir de la mitochondrie : 

cytochrome c et « Apoptosis Inducing Factor » (AIF) 

 

La chute du potentiel transmembranaire mitochondrial qui a lieu lors du processus 

apoptotique s’accompagne généralement d’une libération dans le cytoplasme de molécules 

apoptogènes dont le cytochrome c et l’AIF. 

Dans notre étude sur les cellules HaCaT, même si la voie mitochondriale ne semble 

pas être prépondérante dans le processus apoptotique induit par l’acide ursolique (la chute du 

potentiel mitochondrial observée est relativement modérée), nous avons cependant effectué un 

marquage immunofluorescent afin de mettre en évidence un relargage éventuel dans le 

cytoplasme de ces molécules apoptogènes. Nous avons également étudié l’expression de ces 

protéines à l’aide de la technique de Western Blot. 

 

VI.1. Etude du cytochrome c par immunofluorescence indirecte 

 

Le cytochrome c, libéré par la mitochondrie, se lie dans le cytosol à la protéine 

régulatrice « Apoptosis Protein Activating Factor-1 » (APAF-1) et à la pro-caspase-9 ; le 

complexe ainsi formé, l’apoptosome, induit l’activation de la caspase-9. 

Dans cette étude, nous avons effectué un marquage du cytochrome c par la technique 

d’immunofluorescence indirecte, avec un anticorps de souris anti-cytochrome c humain et un 

anticorps anti-souris couplé au fluorochrome FITC. 

 

Après 24 et 48 heures de traitement et par rapport aux cellules non traitées, l’acide 

ursolique induit de manière dose-dépendante la libération du cytochrome c (Figure 80) : le 

nombre de cellules marquées, ainsi que l’intensité de fluorescence verte au niveau du 

cytoplasme, augmente avec la concentration d’acide ursolique. 

 

NB : Nous avons étudié l’expression de la protéine cytochrome c par Western Blot.  

Les résultats obtenus ne sont pas présentés ici : la technique opératoire, même 

répétée plusieurs fois, ne nous a pas permis d’obtenir un marquage cohérent des 

cellules traitées et des cellules témoins. 
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Figure 80 : Immunofluorescence indirecte du cytochrome c des cellules 

HaCaT après 24 et 48 heures de traitement avec de l’acide ursolique.  

Photographies représentatives de l’une des trois expérimentations.  

Grossissement x 400. (n=3). 
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VI.2. Etude de l’« Apoptosis Inducing Factor » (AIF) 

 

Libérée par la mitochondrie dans le cytoplasme, la protéine AIF est transloquée vers 

le noyau où elle est capable d’induire les modifications morphologiques caractéristiques de 

l’apoptose telle que la fragmentation nucléaire de haut poids moléculaire. 

Pour mettre en évidence la libération de AIF à partir des cellules HaCaT traitées avec 

de l’acide ursolique, nous avons étudié l’expression de cette protéine par la technique du 

Western Blot avec un anticorps de lapin anti-AIF humain et par marquage immunofluorescent 

indirect en utilisant le même anticorps anti-AIF mais sur lequel nous fixons un second 

anticorps couplé au fluorochrome FITC. 

 

VI.2.1. Expression de la protéine AIF par la technique de Western Blot 

 

L’observation des bandes protéiques des cellules traitées montre une augmentation 

significative de l’expression de AIF en fonction de la concentration d’acide ursolique (Figure 

81). Le calcul des ratios AIF / β-actine confirme cette observation. 

Après 24 heures de traitement, le ratio est de 0,107 pour les cellules non traitées et de 

0,168 pour les cellules traitées avec 15 µM d’acide ursolique, soit une augmentation d’un 

facteur de 1,57. 

Après 48 heures de traitement, le ratio est de 0,150 pour les cellules non traitées et de 

0,216 pour les cellules traitées avec 15 µM d’acide ursolique, soit une augmentation d’un 

facteur de 1,44. 
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Figure 81 : Effet de l’acide ursolique sur l’expression de la protéine AIF des 

cellules HaCaT après 24 et 48 heures de traitement. 

Technique de Western Blot (n=3). (* P<0,05). 

 

VI.2.2. Expression de la protéine AIF par immunofluorescence indirecte 

 

Les cellules témoins présentent une fluorescence verte plus ou moins intense, 

traduisant le niveau basal de la protéine dans les cellules après 24 et 48 heures d’incubation 

(Figure 82). 

Pour les mêmes périodes d’incubation, le nombre de cellules marquées, ainsi que 

l’intensité de fluorescence augmentent en fonction de la concentration d’acide ursolique 

Ces résultats mettent en évidence une augmentation de l’expression de la protéine 

AIF ainsi que sa libération à partir de la mitochondrie en fonction de la concentration d’acide 

ursolique. 

L’étude de molécules apoptogènes cytochrome c et AIF par immunofluorescence 

indirecte fait apparaître que l’acide ursolique induit la libération de ces molécules 

apoptogènes à partir de la mitochondrie des cellules HaCaT traitées. 
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Figure 82 : Immunofluorescence indirecte de la protéine AIF des cellules 

HaCaT après 24 et 48 heures de traitement avec de l’acide ursolique. 

Photographies représentatives de l’une des trois expérimentations.  

Grossissement x 200. (n=3) 
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12,5 µM 

15 µM 
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VII. Bax et Bcl-2. Etudes des expressions des ARNm et des protéines 

 

Parmi les membres de la famille Bcl-2, les protéines Bax (pro-apoptotique) et Bcl-2 

(anti-apoptotique), ont un effet régulateur sur la fermeture et l’ouverture des pores de la 

mitochondrie, permettant, notamment de réguler la libération des molécules apoptogènes, 

cytochrome c et AIF. 

Ayant mis en évidence une chute du potentiel transmembranaire mitochondrial des 

cellules HaCaT, ainsi que la libération du cytochrome c et de l’AIF, nous avons donc étudié le 

comportement des protéines Bax et Bcl-2 au cours du processus apoptotique induit par l’acide 

ursolique. 

Dans cette étude, nous avons étudié l’expression de leur ARNm avec la technique de 

RT-PCR, ainsi que que l’expression de leur protéine avec les techniques du Western Blot et 

d’immunofluorescence indirecte. 

 

VII.1. Etude de Bax 

 

VII.1.1. Expression de l’ARNm de Bax 

 

Les résultats représentés sur la figure 83 indiquent que l’acide ursolique, d’une 

manière dose dépendante, réprime l’expression du gène de la protéine Bax. 

Après 24 heures de traitement, le ratio Bax / β-actine est de 1,07 pour les cellules 

non traitées et 0,80 pour les cellules traitées avec 15 µM d’acide ursolique, soit une 

diminution d’un facteur de 0,74. 

Après 48 heures de traitement, le ratio est de 1,06 pour les cellules non traitées et de 

0,78 pour les cellules traitées avec 15 µM d’acide ursolique, soit une diminution d’un facteur 

de 0,66. 
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Figure. 83 : Effet de l’acide ursolique sur l’expression de l’ARNm de Bax 

des cellules HaCaT après 24 et 48 heures de traitement. 

Technique RT-PCR (n=3) (* P<0,05) 

 

VII.1.2. Expression de la protéine Bax 

 

VII.1.2.1. Expression de la protéine Bax par Western Blot 

 

Après 24 et 48 heures de traitement, les résultats présentés sur la figure 84 ne font 

apparaître aucune différence significative dans l’expression de la protéine Bax entre les 

cellules témoins et les cellules traitées. 

Cette étude ne corrobore pas celle faite avec la technique de RT-PCR qui a révélé 

une diminution de l’expression de Bax sur les cellules HaCaT traitées. 
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Figure. 84 : Effet de l’acide ursolique sur l’expression de la protéine Bax des cellules 

HaCaT après 24 et 48 heures de traitement. 

Technique de Western Blot (n=3) 

 

VII.1.2.2. Expression de la protéine Bax par immunofluorescence 

indirecte 

 

Nous avons effectué un marquage immunofluorescent indirect des cellules HaCaT à 

l’aide du même anticorps anti-Bax que celui utilisé avec la technique de Western Blot. 

Les résultats obtenus par immunofluorescence indirecte ne sont pas présentés ici : la 

technique opératoire, même répétée plusieurs fois, ne nous a pas permis d’obtenir un 

marquage cohérent des cellules témoins, ni des cellules traitées. 
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VII.2. Etude de Bcl-2 

 

VII.2.1. Expression de l’ARNm de Bcl-2 

 

Que ce soit après 24 ou 48 heures de traitement, aucune différence significative dans 

l’expression de l’ARNm de Bcl-2 n’est mise en évidence entre les cellules témoins et les 

cellules traitées avec l’acide ursolique (Figure 85). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 85 : Effet de l’acide ursolique sur l’expression de l’ARNm de Bcl-2 

des cellules HaCaT après 24 et 48 heures de traitement. 

Technique RT-PCR (n=3) 

 

VII.2.2. Expression de la protéine Bcl-2 

 

VII.2.2.1. Expression de la protéine Bcl-2 par Western Blot 

 

Après 24 et 48 heures de traitement, auncune différence significative n’est mise en 

evidence dans l’expression de la protéine Bcl-2 entre les cellules témoins et les cellules 

traitées (Figure 86). 
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Ces résultats montrent que l’acide ursolique n’a aucun effet sur l’expression de la 

protéine Bcl-2 et sont en accord avec ceux obtenus avec la technique de RT-PCR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure. 86 : Effet de l’acide ursolique sur l’expression de la protéine Bcl-2 des 

cellules HaCaT après 24 et 48 heures de traitement. 

Technique Western Blot (n=3). 

 

VII.2.2.2. Expression de la protéine Bcl-2 par immunofluorescence 

indirecte 

 

Nous avons effectué un marquage immunofluorescent indirect des cellules HaCaT à 

l’aide du même anticorps anti-Bcl-2 que celui utilisé avec la technique de Western Blot. Les 

résultats obtenus par immunofluorescence indirecte ne sont pas présentés ici : comme pour la 

protéine Bax, la technique utilisée, même répétée plusieurs fois, ne nous a pas permis de 

déterminer un marquage correct de Bcl-2 des cellules HaCaT traitées ou non avec l’acide 

ursolique. 
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VII.3. Etude du ratio Bax / Bcl-2 

 

Le ratio de Bax sur Bcl-2 définit la tendance de l’effet pro- ou anti-apoptotique de 

l’acide ursolique sur les cellules HaCaT. 

 

VII.3.1. Etude du ratio ARNm de bax sur ARNm de bcl-2 

 

Nous observons une diminution significative du ratio ARNm de bax sur ARNm de 

bcl-2 des cellules traitées avec différentes concentrations d’acide ursolique à 24 et 48 heures 

de traitement (Figure 87). 

A 24 heures le ratio décroît de manière dose-dépendante : 2,47 pour le témoin et 2,02 

pour 15 µM d’acide ursolique (soit une diminution d’un facteur de 1,22). 

Il en est de même à 48 heures : 2,33 pour le témoin et 1,67 pour 15 µM d’acide 

ursolique (soit une diminution d’un facteur de 1,39). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure. 87 : Etude du ratio ARNm de bax sur ARNm de bcl-2 des cellules 

HaCaT après 24 et 48 heures de traitement avec l’acide ursolique. 

(n=3) 
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VII.3.2. Etude du ratio protéine Bax sur protéine Bcl-2 

 

Les ratios de la protéine Bax sur celle de Bcl-2, pour chaque concentration d’acide 

ursolique, ne présentent pas de variation significative par rapport au témoin ni à 24 h, ni à 48 

heures de traitement (Figure 88). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 88 : Etude du ratio de protéine Bax sur protéine Bcl-2 des cellules HaCaT 

après 24 et 48 heures de traitement avec l’acide ursolique. 

 

Les résultats de la technique de Western Blot ne corroborent pas ceux de la technique 

RT-PCR : l’acide ursolique ne fait pas varier le ratio Bax sur Bcl-2 des cellules HaCaT vers 

un effet pro ou anti- apoptotique, ni à 24 ni à 48 heures de traitement. 

 

Pour résumer nos principaux résultats obtenus sur les cellules HaCaT, nous avons 

montré que l’acide ursolique induit un effet anti-prolifératif sur les cellules, avec une IC50 de 

18 µM et 12,5 µM respectivement à 24 et 48 heures. Nous avons également montré un 

blocage du cycle cellulaire en phase G1, avec une augmentation de l’expression de p21. La 

présence d’une population sub-G1 indique que l’acide ursolique induit un processus pro-

apoptotique. Nous avons mis en évidence une translocation de p53 phosphorylé dans le 

noyau, puis déterminé l’augmentation de l’activation des caspases-3 et -9, ce qui dans un 

premier temps nous a laissé supposer une implication de la voie mitochondriale. Nous avons 

montré que l’acide ursolique n’induit pas de importante la chute du potentiel 

transmembranaire mitochondrial, ni de variation dans l’expression des protéines Bax et Bcl-2. 

En revanche, nous avons observé un relargage de molécules apoptogènes telles que AIF et 

cytochrome c. 
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CHAPITRE II : Lignée cellulaire M4Beu 
 

 

 

 

 

I. Evaluation du potentiel anti-prolifératif de l’a cide ursolique 

 

Comme dans l’étude précédente, relative à la lignée cellulaire HaCaT, nous avons 

utilisé les techniques du MTT et du bleu trypan pour évaluer, sur les cellules M4Beu, le 

potentiel anti-prolifératif de l’acide ursolique. 

Dans ce travail, nous avons également constaté, que les résultats de la prolifération 

cellulaire obtenus par la technique du MTT ne reflétaient pas l’observation faite au 

microscope. Ainsi nous avons utilisé la technique du bleu trypan pour déterminer le potentiel 

anti-prolifératif de cette molécule. 

Le comptage des cellules avec le bleu trypan fait apparaître un effet anti-prolifératif 

de l’acide ursolique dose et temps dépendants (Figure 89) : 

- après 24 heures de traitement, la valeur de l’IC50 est comprise entre 15 et 20 µM 

d’acide ursolique, avec respectivement 53 et 49 % de viabilité pour ces deux concentrations ; 

- après 48 heures de traitement, la valeur de l’IC50 est comprise entre 12,5 et 15 µM, 

avec respectivement 53 et 45 %. de viabilité pour ces deux concentrations. 

La figure 89 représente l’étude comparative de la prolifération des cellules M4Beu 

en présence d’acide ursolique, évaluée à l’aide des techniques du MTT et du bleu trypan. De 

la même façon que pour la lignée HaCaT, les résultats montrent sans ambiguïté que la 

technique du MTT est complètement inadaptée à l’étude de la prolifération des cellules 

M4Beu en présence d’acide ursolique : une diminution de la viabilité cellulaire est mise en 

évidence uniquement avec 20 µM et après 48 heures de traitement. 
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Figure 89 : Analyse comparative de la viabilité cellulaire des cellules M4Beu en 

présence d’acide ursolique (24 et 48 heures de traitement). 

Techniques du MTT et du bleu trypan (n=3). 
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II. Analyse du cycle cellulaire des cellules M4Beu par cytométrie de flux  

 

Après avoir mis en évidence l’activité anti-proliférative de l’acide ursolique sur la 

lignée M4Beu, nous avons recherché si cet effet antiprolifératif pouvait être la conséquence 

d’un arrêt du cycle cellulaire induit par cette molécule. 

 

II.1. Etude de la répartition des cellules dans les différentes phases du 

cycle cellulaire 

 

Nous avons utilisé la cytométrie de flux pour déterminer la répartition des cellules 

dans les différentes phase du cycle. Les résultats sont exprimés en pourcentage de cellules 

dans chaque phase du cycle après 24 et 48 heures de traitement avec de l’acide ursolique 

(Tableau 15). 

 

Temps Traitement G0/G1 S G2/M Sub-G1 

Témoin 64,74±4,12 24,76±3,60 % 10,50±1,45 % 1,42±0,23 % 

7,5 µM 49,04±5,25 24,45±3,82 % 26,51±2,21 % 1,25±0,27 % 

10 µM 62,14±4,34 22,70±2,24 % 15,16 ±1,98 % 1,42±0,29 % 

12,5 µM 62,065±5,33 23,70±2,54 % 14,24±1,51 % 1,88±0,94 % 

15 µM 64,62±3,62 19,78±2,57 % 15,61±1,88 % 1,73±1,14 % 

 
 
 
 

24 h 
 

A
ci

de
 u

rs
ol

iq
e 

 

20 µM 57,81±3,52 16,11±2,14 % 19,78±1,84 % 

 

8,89±±±±1,58 % 

 
Temps Traitement G0/G1 S G2/M Sub-G1 

Témoin 73,03±4,99 % 19,14±1,81 % 7,84±1,54 % 1,58±0,31 % 

7,5 µM 72,65±4,21 % 16,52±1,52 % 10,84±1,55 % 3,24±±±±0,39 % 

10 µM 73,92±4,43 % 15,34±1,74 % 10,74±1,44 % 7,54±±±±1,72 % 

12,5 µM 74,73±5,15 % 12,57±1,67 % 12,72±1,83 % 12,64±±±±1,29 % 

15 µM 73,18±4,79 % 15,95±1,54 % 10,87±1,98 % 20,11±±±±2,23 % 

 
 
 
 

48 h 
 

A
ci

de
 u

rs
ol

iq
e 

 

20 µM 77,42±5,02 % 15,57±1,74 % 19,67±2,17 % 

 

31,48±±±±3,56 % 

 

Tableau 15 : Répartition des cellules M4Beu dans les différentes phases du cycle 

cellulaire après 24 et 48 heures de traitement avec l’acide ursolique.  
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Nous n’observons pas d’accumulation des cellules M4Beu dans une phase 

spécifiques du cycle ni à 24 ni à 48 heures d’incubation. Toutefois, dans chacune des phases, 

les taux de cellules témoins et de cellules traitées varie entre 24 et 48 heures (Tableau. 15). 

Nous pouvons observer une faible augmentation de cellules dans la phase G1 à 48 

heures par rapport à 24 heures et par conséquent une faible diminution dans la phase S et 

G2/M. Comme cette observation est identique pour chaque échantillon par rapport au témoin, 

nous en déduisons qu’entre le temps de traitement 24 heures et celui de 48 heures, il n’y a pas 

de variation de répartition des cellules (traitées ou témoins) dans une phase spécifique du 

cycle cellulaire. 

Ces résultats montrent qu’il n’y a pas d’arrêt du cycle dans les cellules cancéreuses 

M4Beu traitées avec de l’acide ursolique. 

 

II.2. Mise en évidence d’une population cellulaire apoptotique : 

présence d’un pic sub-G1 

 

S’il n’y a pas d’accummulation dans une phase spécifique du cycle cellulaire, nous 

observons tout de même une accumulation cellulaire dans la phase sub-G1. En effet, l’analyse 

du cycle cellulaire met en évidence un pic sub-G1, caractéristique d’une population 

apoptotique, quand les cellules M4Beu sont traitées avec certaines concentrations d’acide 

ursolique (Tableau 15, Figure 90). 

Après 24 heures de traitement, nous observons l’apparition d’un pic sub-G1 avec 20 

µM d’acide ursolique (8,89% de cellules apoptotiques), (Tableau 15, Figure 90A). 

Après 48 heures de traitement, le pic sub-G1 est mis en évidence dès 10 µM d’acide 

ursolique. Le pourcentage de cellules apoptotiques, calculé à partir de l’analyse en CMF, 

indique que l’acide ursolique induit l’apoptose sur les cellules M4Beu d’une manière dose-

dépendante. Avec 20 µM, le pourcentage de cellules apoptotiques est particulièrement 

significatif (31,48%), (Tableau 15, Figure 90B). 

Cette analyse en CMF montre que dans nos conditions expérimentales l’acide 

ursolique est sans effet sur la régulation du cycle cellulaire des cellules cancéreuses M4Beu. 

En revanche, la présence très distincte de pics sub-G1 indique que l’acide ursolique induit le 

processus apoptotique et ce de manière dose-dépendante après 48 heures de traitement. 
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Figure 90 : Etude de la répartion des cellules M4Beu dans les différentes phases 

du cycle cellulaire après 24 et 48 heures de traitement avec de l’acide ursolique 

par la technique de CMF. 
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Dans la suite de nos expérimentations, nous étudierons les effets de l’acide ursolique 

avec une gamme de concentrations resserrée autour des valeurs de l’IC50, c’est à dire 10 µM, 

12,5 µM et 15 µM (sauf pour l’étude du potentiel transmembranaire mitochondrial où la 

concentration 20 µM sera également prise en considération). 

 

III. Protéines p53 et p21. Etudes des expressions des ARNm et des protéines 

 

Les protéines p53 et p21 sont deux protéines majeures impliquées dans le processus 

apoptotique (p53) et dans la régulation du cycle cellulaire (p53, p21). Afin de déterminer si 

ces protéines sont impliquées dans ces deux processus, au cours du traitement des cellules 

M4Beu avec l’acide ursolique, nous avons étudié ces deux protéines avec les techniques de 

RT-PCR, de Western Blot et d’immunofluorescence par marquage indirect. 

Dans toutes nos expérimentations de RT-PCR et de Western Blot, nous avons utilisé 

la β-actine comme référence pour quantifier l’expression des protéines étudiées. 

 

III.1. Etude de p53 

 

La présence de pics sub-G1, caractéristiques de corps apoptotiques semble indiquer 

que l’acide ursolique induit l’apoptose sur les cellules M4Beu. De ce fait, nous avons étudié 

p53, l’une des plus importantes protéines intervenant dans la régulation de la prolifération 

cellulaire et régulant un certain nombre de gènes impliqués dans le processus apoptotique. 

 

III.1.1 Expression de l’ARNm de p53 

 

L’expression de l’ARNm de p53 des cellules M4Beu a été mise en évidence à l’aide 

de la technique RT-PCR (Figure 91). 

Après 24 heures d’incubation, aucune variation significative n’est mise en évidence 

dans l’expression de l’ARNm de p53, entre les cellules témoins et les cellules traitées. 

Après 48 heures de traitement, le ratio de p53 / β-actine est de 0,11 pour les cellules 

témoins et de 0,17 pour les cellules traitées avec 10 µM d’acide ursolique, soit une 

augmentation d’un facteur de 1,5. En revanche, pour les cellules traitées avec 12,5 et 15 µM 

d’acide ursolique, les ratios sont diminués d’un facteur de 2,2. 
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Figure 91 : Effet de l’acide ursolique sur l’expression de l’ARNm de p53 des 

cellules M4Beu après 24 et 48 heures de traitement. 

Technique RT-PCR (n=3). (* P<0,05). 

 

III.1.2. Expression de la protéine de p53  

 

Nous avons étudié l’expression de la protéine p53 avec les techniques de Western 

Blot et d’immunofluorescence indirecte en utilisant respectivement un anticorps anti-p53 et 

un anticorps anti-p53 phosphorylé. 

 

III.1.2.1. Expression de p53 par la technique Western Blot 

 

L’acide ursolique induit sur les cellules M4Beu une augmentation dose-dépendante 

de l’expression de la protéine p53 (Figure 92). 

Après 24 heures de traitement le ratio p53 / β-actine est de 0,26 pour les cellules 

témoins et de 0,33 pour les cellules traitées avec 15 µM d’acide ursolique, soit une 

augmentation d’un facteur de 1,27. 

Après 48 heures de traitement, le ratio est de 0,26 pour les cellules témoins et de 0,34 

pour les cellules traitées avec 15 µM d’acide ursolique, soit une augmentation d’un facteur de 

1,31. 
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Figure 92 : Effet de l’acide ursolique sur l’expression de la protéine p53 des cellules 

M4Beu après 24 et 48 heures de traitement.  

Technique Western Blot (n=3). (* P<0,05). 

 

III.1.2.2. Expression de p53 par immunofluorescence indirecte 

 

Sur les différentes photographies de l’immunomarquage, les cellules témoins 

présentent une fluorescence verte, diffuse, qui caractérise le niveau basal de la protéine p53 

dans les cellules (Figures 93 et 94). 

Après 24 heures de traitement avec l’acide ursolique, les cellules présentent au 

niveau de cytoplasme une fluorescence de plus en plus intense, en fonction de l’augmentation 

de la concentration de la molécule. Quand les cellules sont traitées avec 15 µM d’acide 

ursolique, cette fluorescence évolue très nettement du cytoplasme vers le noyau où elle 

semble s’intensifier, ce qui indique une forte localisation de la protéine p53 phosphorylée 

dans le noyau (Figure 93). 

Après 48 heures de traitement, la fluorescence verte est globalement plus intense, ce 

qui suggère une plus grande activation de p53 phosphorylé. Les cellules traitées avec 12,5 et 

15 µM d’acide ursolique présentent au niveau du noyau une fluorescence très prononcée, ce 

qui indique une très forte localisation de la protéine p53 dans le noyau (Figure 94). 
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Figure 93 : Immunofluorescence indirecte de la protéine p53 des cellules 

M4Beu après 24 heures de traitement avec l’acide ursolique. 

Photographies représentatives de l’une des trois expérimentations. 

Grossissement x 200. (n=3). 
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Figure 94 : Immunofluorescence indirecte de la protéine p53 des cellules 

M4Beu après 48 heures de traitement avec l’acide ursolique. 

Photographies représentatives de l’une des trois expérimentations.  

Grossissement x 200. (n=3). 

 

La protéine p53 est activée par phosphorylation sur la sérine 392. Le marquage dans 

le noyau de p53 avec l’anticorps p53 phosphorylé sur la sérine 392 semble indiquer que la 

protéine p53 des cellules M4Beu, traitées avec l’acide ursolique, est tétramérisée et donc 

activée pour fragmenter l’ADN endommagé. 

 

Le marquage immunofluorescent indirect nous indique que l’acide ursolique induit 

l’activation de p53 sur les cellules M4Beu : ces résultats sont en adéquation avec ceux 

obtenus avec la technique de Western Blot, montrant un effet dose dépendant de la molécule 

sur l’augmentation de l’expression de la protéine p53. 
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III.2. Etude de p21 

 

L’étude du cycle cellulaire des cellules M4Beu, précédemment effectuée dans ce 

travail, nous a montré qu’il n’y avait pas de blocage de celui-ci quand les cellules étaient 

traitées avec de l’acide ursolique. Pour confirmer ce résultat, nous avons étudié la protéine 

p21 : rappelons que celle-ci est sous le contrôle de p53, et que son activation induit un arrêt 

du cycle cellulaire. 

Nous avons étudié cette protéine sur les cellules M4Beu à l’aide des techniques déjà 

employées : RT-PCR, Western Blot et marquage immunofluorescent indirect. 

 

III.2.1. Expression de l’ARNm de p21 

 

Dans nos conditions expérimentales, cette étude nous indique que l’acide ursolique est 

sans effet sur l’expression de l’ARNm de p21 : aucune variation de l’expression de l’ARNm 

n’est mise en évidence entre les cellules témoins et les cellules traitées (Figure 95). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 95 : Effet de l’acide ursolique sur l’expression de l’ARNm de p21 des 

cellules M4Beu après 24 et 48 heures de traitement. 

Technique RT-PCR (n=3). 
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III.2.2. Expression de la protéine p21 

 

Pour confirmer les résultats obtenus en RT-PCR, nous avons étudié l’expression de 

la protéine p21 par la technique Western Blot et par la technique d’immunofluorescence 

indirecte en utilisant dans les deux cas un anticorps anti-p21. 

 

III.2.2.1. Expression de p21 par la technique Western Blot 

 

L’observation des bandes protéiques de p21 obtenues ne montre aucune variation 

dans l’expression de p21 entre les cellules témoins et les cellules traitées avec de l’acide 

ursolique. Les ratios de p21 / β-actine confirment ce résultat (Figure 96). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 96 : Effet de l’acide ursolique sur l’expression de la protéine p21 des cellules 

M4Beu après 24 et 48 heures de traitement. 

Technique Western Blot (n=3). 
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III.2.2.2. Expression de p21 par immunofluorescence indirecte 

 

L’examen des photographies résultant du marquage immunofluorescent indirect ne 

révèle aucune différence d’intensité de fluorescence entre les cellules témoins et les cellules 

traitées avec l’acide ursolique. La fluorescence observée est celle du niveau basal de la 

protéine dans les cellules (Figure 97-98). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 97 : Immunofluorescence indirecte de la protéine p21 des cellules 

M4Beu après 24 heures de traitement avec l’acide ursolique. 

Photographies représentatives de l’une des trois expérimentations.  

Grossissement x 200. (n=3). 
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Figure 98 : Immunofluorescence indirecte de la protéine p21 des cellules 

M4Beu après 48 heures de traitement avec l’acide ursolique. 

Photographies représentatives de l’une des trois expérimentations. 

Grossissement x 200. (n=3). 

 

 

Cette étude indique clairement que l’acide ursolique est sans effet sur l’expression de 

l’ARNm et de la protéine de p21, ce qui est en adéquation avec l’étude du cycle cellulaire 

pour laquelle aucune perturbation du cycle n’a été observée sur les cellules M4Beu traitées. 
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IV. Etude des activités caspases 

 

Dans les expérimentations précédentes sur les cellules M4Beu, nous avons mis en 

évidence : 

- la présence d’une population apoptotique (pic Sub-G1), lors de l’analyse du 

cycle cellulaire ; 

- l’augmentation de l’expression de la protéine p53, son activation et sa 

translocation vers le noyau. 

Ainsi comme sur la lignée HaCaT, ces résultats nous ont conduit à approfondir le 

rôle de l’acide ursolique comme inducteur de l’apoptose. 

Pour cela, nous nous sommes intéressés à la voie apoptotique dépendante de 

l’activation des caspases. Nous avons étudié successivement : 

- la caspase-3 exécutrice de la mort cellulaire par apoptose, 

- la caspase-1 impliquée dans les évènements inflammatoires mais qui 

peut aussi, dans certains cas, être impliquée dans l’activation de la caspase-3, 

- la caspase-8 initiatrice de la voie des récepteurs, 

- la caspase-9 initiatrice de la voie mitochondriale. 

Nous avons étudié l’expression de l’ARNm de chacune de ces caspases par la 

technique RT-PCR, puis effectué par spectrofluorimétrie le dosage de leur activité 

enzymatique. 

 

IV.1. Etude de la caspase-3 

 

IV.1.1. Expression de l’ARNm de la caspase-3 

 

Après 24 heures de traitement, l’acide ursolique induit une augmentation dose 

dépendante de l’expression de l’ARNm de la caspase-3. Avec 15 µM, cette augmentation est 

très significative : le ratio caspase-3 / β-actine est de 0,23 pour les cellules témoins et de 0,38 

pour les cellules traitées, soit une augmentation d’un facteur de 1,65 (Figure 100). 

Après 48 heures de traitement, nous observons successivement une augmentation de 

l’expression de l’ARNm, d’un facteur de 1,52 avec 10 µM d’acide ursolique, puis une 

diminution de cette expression d’un facteur de 1,66 et de 2,77 quand les cellules sont traitées 

respectivement avec 12,5 et 15 µM (Figure 99). 
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Figure 99 : Effet de l’acide ursolique sur l’expression de l’ARNm de la caspase-3 

après 24 et 48 heures de traitement sur les cellules M4Beu. 

Technique RT-PCR (n=3). (* P<0,05) 

 

IV.1.2. Activité enzymatique de la caspase-3 

 

Nous avons mesuré l’activité enzymatique de la caspase-3 par spectrofluorimétrie à 

l’aide d’un substrat spécifique de la caspase-3 (Ac-DEVD-AMC). Nous avons également 

utilisé un inhibiteur spécifique de cette caspase (Ac-DEVD-CHO) ce qui nous permet de 

confirmer la spécificité du couple substrat/inhibiteur utilisé pour la caspase-3 et ainsi que 

l’activité mesurée est bien celle de la caspase-3. Les valeurs des activités enzymatiques sont 

exprimées en unité relative de fluorescence (URF) (Figure 100). 

 

Après 24 heures de traitement, l’acide ursolique induit progressivement une 

augmentation de l’activité enzymatique : 

- cellules non traitées : 381 URF ; 

- cellules + 12,5 µM d’acide ursolique : 664 URFsoit une augmentation d’un facteur de 1,74 ; 

- cellules + 15 µM d’acide ursolique : 809 URF, soit une augmentation d’un facteur de 2,12. 

0 

0,5 * 
* 

* 

24 h 

0     10     12,5    15 

caspase-3  

ββββ-actine  

Acide ursolique (µM) 

Ratio de 
caspase-3 

sur ββββ-actine  

0     10     12,5    15 

48 h 

0 

0,5 
* 

* 
* 



 248

Après 48 heures de traitement, l’acide ursolique induit une augmentation de 

l’activité enzymatique similaire à celle mesurée après 24 heures : 

- cellules non traitées : 624 URF ; 

- cellules + 12,5 µM d’acide ursolique : 792 URF soit une augmentation d’un facteur de 1,27 ; 

- cellules + 15 µM d’acide ursolique : 1234 URF soit une augmentation d’un facteur de 1,98. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 100 : Activité enzymatique de la caspase-3 des cellules M4Beu après 24 et 

48 heures de traitement avec l’acide ursolique. 

(n=3). (* P<0,05 ; ** P<0,01).  
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Parallèlement, pour chaque point expérimental, la fluorescence mesurée avec le 

couple substrat / inhibiteur reste constante, ce qui confirme que l’activité mesurée est celle de 

la caspase-3. 

 

L’augmentation de l’activité de la caspase-3, mesurée après 24 heures de traitement 

avec différentes concentrations d’acide ursolique, est en adéquation avec l’augmentation de 

l’expression de l’ARNm mise en évidence au terme de la même période de traitement. 

Après 48 heures de traitement, les concentrations 12,5 et 15 µM d’acide ursolique 

induisent une activation de la caspase-3, en revanche dans le même temps et pour ces deux 

concentrations, l’expression de l’ARNm de la caspase est diminuée. 

 

IV.2. Etude de la caspase-1 

 

La caspase-1 est majoritairement impliquée dans des évènements inflammatoires  qui 

conduisent à la nécrose cellulaire; cependant dans certains cas elle peut aussi activer la 

caspase-3 et ainsi induire l’apoptose (Choi et al., 2004). Nous avons évalué l’expression de 

l’ARNm de la caspase-1, ainsi que son activité enzymatique. 

 

IV.2.1. Expression de l’ARNm de la caspase-1 

 

Après 24 heures de traitement avec les différentes concentrations d’acide ursolique, 

aucune variation significative de l’expression de l’ARNm de la caspase-1 n’est mise en 

évidence par rapport aux cellules témoins (Figure 101). 

Après 48 heures de traitement, l’acide ursolique diminue d’une manière dose-

dépendante l’expression de l’ARNm de la caspase-1 : le ratio caspase-1 / β-actine est de 0,40 

pour les cellules témoins et de 0,29 pour les cellules traitées avec 15 µM, soit une diminution 

d’un facteur de 1,38 (Figure 101). 
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Figure 101 : Effet de l’acide ursolique sur l’expression de l’ARNm de la caspase-1 

des cellules M4Beu après 24 et 48 heures de traitement. 

Technique RT-PCR (n=3). (* P<0,05). 

 

IV.2.2. Activité enzymatique de la caspase-1 

 

Les expérimentations ont été réalisées en utilisant un substrat spécifique de la 

caspase-1 (Ac-YVAD-AMC) (Figure 102). 

L’acide ursolique entraîne aucune variation significative de l’activité de la caspase-1, 

quelque soit la concentration utilisée et quelque soit la durée de traitement. 

L’activité mesurée est bien celle de la caspase-1 puisque la présence de l’inhibiteur 

spécifique (Ac-YVAD-CHO) réprime cette activité. 
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Figure 102 : Activité enzymatique de la caspase-1 des cellules M4Beu après 24 et 

48 heures de traitement avec l’acide ursolique. 
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IV.3. Etude de la caspase-8 

 

La caspase-8 est une caspase initiatrice de la voie des récepteurs ou voie extrinsèque.  

 

IV.3.1. Expression de l’ARNm de la caspase-8 

 

L’observation des bandes obtenues en RT-PCR après 24 et 48 heures d’incubation ne 

montrent pas de variation significative de l’expression des ARNm de la caspase-8 entre les 

cellules témoins et les cellules traitées (Figure 103). La quantification de ces bandes en 

évaluant les ratios de l’expression des ARNm de la caspase-8 par rapport à celle de la β-

actine, confirme ces résultats. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 103 : Effet de l’acide ursolique sur l’expression de l’ARNm de la caspase-8 

des cellules M4Beu après 24 et 48 heures de traitement. 

Technique RT-PCR (n=3). 
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IV.3.2. Activité enzymatique de la caspase-8 

 

Les expérimentations ont été réalisées en utilisant un substrat spécifique de la 

caspase-8 (Ac-IETD-AMC) et un inhibiteur spécifique (Ac-IETD-CHO) (Figure 104). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 104 : Activité enzymatique de la caspase-8 des cellules M4Beu après 24 et 

48 heures de traitement avec de l’acide ursolique. 
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Après 24 et 48 heures d’incubation, aucune variation de l’activité enzymatique n’est 

mise en évidence quand les cellules sont traitées avec de l’acide ursolique (Figure 104). 

La présence de l’inhibiteur réprime l’activité de la caspase-8, ce qui vérifie la 

spécificité du substrat de la caspase-8. La présence de l’inhibiteur met également en évidence 

une activité basale de la caspase-8 relativement élevée. 

L’étude de l’expression de l’ARNm de la caspase-8, ainsi que le dosage de son 

activité, montrent que l’acide ursolique est sans effet sur cette caspase, et semblent écarter 

ainsi la voie des récepteurs quand à leur implication dans l’apoptose des cellules M4Beu. 

 

IV.4. Etude de la caspase-9 

 

La caspase-9 caractérise la voie apoptotique intrinsèque ou voie mitochondriale. 

 

IV.4.1. Expression de l’ARNm de la caspase-9 

 

Après 24 heures d’incubation et par rapport aux cellules témoins, les différentes 

concentrations d’acide ursolique ne modifient pas l’expression de l’ARNm de la caspase-9 

(Figure 105). 

Après 48 heures de traitement, nous observons une augmentation de l’expression de 

l’ARNm avec 12,5 et 15 µM d’acide ursolique : 

- avec 12,5 µM le ratio caspase-9 / β-actine est de 0,17 pour les cellules traitées et de 

0,11 pour les cellules témoins, soit une augmentation de 1,54 

- avec 15 µM, le ratio est de 0,18 soit une augmentation de 1,64. 
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Figure 105 : Effet de l’acide ursolique sur l’expression de l’ARNm de la caspase-

9 des cellules M4Beu après 24 et 48 heures de traitement. 

Technique RT-PCR (n=3). (* P<0,05). 
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IV.4.2. Activité enzymatique de la caspase-9 

 

Les expérimentations ont été réalisées en utilisant un substrat spécifique de la 

caspase-9 (Ac-LEHD-AMC) et un inhibiteur spécifique (Ac-LEHD-CHO) (Figure 106). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 106 : Activité enzymatique de la caspase-9 des cellules M4Beu après 24 et 

48 heures de traitement avec de l’acide ursolique 

(n=3). (* p<0,05). 
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Après 24 et 48 heures d’incubation, l’activité enzymatique de la caspase-9 n’est pas 

modifiée quand les cellules M4Beu sont traitées avec 7,5 µM, 10 µM et 12,5 µM d’acide 

ursolique par rapport aux cellules témoins. En revanche pour ces deux périodes d’incubation, 

une faible augmentation de l’activité enzymatique est mise en évidence avec 15 µM d’acide 

ursolique (Figure 106). 

Après 24 heures de traitement : 

- cellules non traitées : 697 URF ; 

- cellules + 15 µM d’acide ursolique : 790 URF soit une augmentation d’un facteur de 1,13. 

Après 48 heures de traitement, 

- cellules non traitées : 625 URF ; 

- cellules + 15 µM d’acide ursolique : 759 URF soit une augmentation d’un facteur de 1,21. 

La présence de l’inhibiteur spécifique réprime complètement l’activité de la caspase-

9, ce qui confirme que l’activité mesurée est bien celle de la caspase-9. 

 

IV.5. Etude comparative de l’activité enzymatique des caspases 

étudiées 

 

Dans nos conditions expérimentales, le dosage de l’activité enzymatique de chacune 

des caspases montre que l’acide ursolique est sans effet sur la caspase-1 et sur la caspase-8 

des cellules M4Beu. En revanche, l’acide ursolique induit l’activation de la caspase-3 et de la 

caspase-9 après 24 et 48 heures de traitement. L’activité très significative de la caspase-3 est 

mise en évidence à partir de 12,5 µM d’acide ursolique, alors que l’activité plus modérée de la 

caspase-9 est mise en évidence avec 15 µM d’acide ursolique (Figure 107). 

Ces résultats suggèrent que la voie mitochondriale pourrait être la voie initiatrice 

principale du processus apoptotique induit par l’acide ursolique sur les cellules M4Beu. 
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Figure 107 : Etude comparative des facteurs d’augmentation de l’activité des 

caspases des cellules M4Beu après 24 et 48 heures de traitement. 
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V. Etude du potentiel membranaire mitochondrial (∆∆∆∆ΨΨΨΨm) 

 

Ayant mis en évidence l’activation de la caspase-9, suggérant l’implication de la voie 

mitochondriale dans le processus apoptotique, nous avons étudié l’évolution du potentiel 

mitochondrial des cellules M4Beu traitées avec de l’acide ursolique. En effet la chute du 

potentiel mitochondrial est la première perturbation cellulaire détectable au cours du 

processus apoptotique issu de la voie mitochondriale. 

 

V.1 Etude du potentiel transmembranaire mitochondrial par 

marquage in situ avec le fluorochrome JC-1 

 

Nous avons effectué un marquage in situ avec le fluorochrome JC-1 sur les cellules 

M4Beu pour avoir une vision qualitative du potentiel mitochondrial de ces cellules quand 

elles sont traitées avec de l’acide ursolique. Le marquage est opéré uniquement sur les cellules 

vivantes, adhérées au support de la boîte de culture ; les cellules mortes sont éliminées par 

lavage lors du protocole opératoire. 

Le fluorochrome JC-1 permet de montrer par spectrofluorimétrie l’état du potentiel 

mitochondrial des cellules vivantes : parmi celles-ci, les cellules vivantes, non apoptotiques, à 

haut potentiel mitochondrial, émettent une fluorescence dans le orange, alors que les cellules 

vivantes à bas potentiel, comme les cellules en cours d’apoptose, émettent une fluorescene 

dans le vert. 

Après 24 et 48 heures d’incubation, les cellules non traitées présentent 

majoritairement une fluorescence orange, ce qui indique la présence de cellules vivantes, non 

apoptotiques, à haut potentiel mitochondrial (Figure 108). 

Pour les mêmes périodes d’incubation, les cellules traitées présentent une 

hétérogénéicité intra-cellulaire entre les fluorescences orange et verte, ce qui traduit une 

évolution du potentiel mitochondrial dans une même cellule. Nous pouvons également 

observer que le nombre de cellules qui fluorescent dans le vert augmente très 

significativement en fonction de la concentration en acide ursolique et de la durée du 

traitement. 

Ces résultats montrent que l’acide ursolique induit une chute du potentiel 

mitochondrial des cellules M4Beu, ce qui conforte l’hypothèse du rôle de la voie 

mitochondriale dans ce processus apoptotique. 
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Figure 108 : Marquage in situ du potentiel mitochondrial membranaire des 

cellules M4Beu avec le fluorochrome JC-1 après 24 et 48 heures de traitement 

avec l’acide ursolique. 

Photographies représentatives de l’une des trois expérimentations.  

Grossissement x 400. (n=3). 

Cellules non traitées  10 µM 

15 µM 12,5 µM 

15 µM 

Cellules non traitées  10 µM 

12,5 µM 

48 h 

24 h 
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V.2. Analyse du potentiel transmembranaire mitochondrial en 

cytométrie de flux 

 

Afin de quantifier la chute du potentiel mitochondrial mis en évidence par le 

marquage in situ, mais aussi pour déterminer le taux d’apoptose induit par l’acide ursolique 

sur les cellules M4Beu, nous avons utilisé la cytométrie de flux et effectué un double 

marquage cellulaire : 

• à l’aide du fluorochrome TOTO-3, afin de réaliser une discrimination entre les 

cellules mortes et les cellules vivantes (cellules non apoptotiques et cellules en 

cours d’apoptose) ; 

• à l’aide du fluorochrome JC-1, afin d’étudier l’évolution du potentiel 

mitochondrial transmembranaire des cellules vivantes discriminées ; 

• à l’aide des fluorochromes TOTO-3 et JC-1, afin de déterminer le taux d’apoptose 

sur la population cellulaire totale. 

 

V.2.1. Discrimination entre les cellules vivantes et les cellules mortes avec le 

fluorochrome TOTO-3 

 

Les cellules mortes qui ont perdu leur intégrité membranaire laissent pénétrer le 

fluorochrome TOTO-3 qui s’intercale alors dans l’ADN nucléaire. Cette population cellulaire 

qui englobe les cellules en état de nécrose ou en apoptose secondaire va émettre une 

fluorescence dans le rouge. Une analyse en CMF va permettre de discriminer ces cellules 

mortes, appelées TOTO-3+, et les cellules vivantes appelées TOTO-3-. 

 

Les figures 109 et 110 représentent, à partir des cellules M4Beu traitées avec de 

l’acide ursolique, les cytogrammes de répartition des cellules mortes et des cellules vivantes. 

Comme dans l’étude précédente sur la lignée HaCaT, le fluorochrome TOTO-3 en 

dicriminant les cellules mortes et les cellules vivantes met également en évidence l’effet anti-

prolifératif dose et temps dépendants de l’acide ursolique. L’IC50 est légèrement supérieur à 

20 µM d’acide ursolique après 24 heures de traitement, et proche de 10 µM d’acide ursolique 

après 48 heures. 
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Figure 109 : Cytogrammes de répartition des cellules M4Beu mortes (TOTO-3+) et 

vivantes (TOTO-3-) après 24 heures de traitement avec l’acide ursolique. 

FSC (Forward Scatter) en fonction de FL4 (l’intensité relative de fluorescence rouge 

en TOTO-3). (H2O2=Témoin positif).  

Cytogrammes représentatifs de l’une des trois expérimentations (n=3). 
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Figure 110 : Cytogrammes de répartition des cellules M4Beu mortes (TOTO-3+) et 

vivantes (TOTO-3-) après 48 heures de traitement avec l’acide ursolique. 

FSC (Forward Scatter) en fonction de FL4 (l’intensité relative de fluorescence rouge 

en TOTO-3). (H2O2=Témoin positif).  

Cytogrammes représentatifs de l’une des trois expérimentations (n=3). 
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V.2.2. Evolution du potentiel transmembranaire mitochondrial des cellules 

vivantes (TOTO-3-) à l’aide du fluorochrome JC-1 

 

Le fluorochrome JC-1 permet de montrer l’état du potentiel mitochondrial 

transmembranaires des cellules vivantes. 

Les figures 111 et 112 représentent les cytogrammes de répartition des cellules 

M4Beu à haut et à bas potentiel mitochondrial. 

 

Après 24 heures de traitement, l’acide ursolique induit de manière dose dépendante 

la chute du potentiel mitochondrial. Avec 20 µM d’acide ursolique, 78,88% de cellules 

présentent un bas potentiel mitochondrial (Figure 111). 

Après 48 heures de traitement, le pourcentage de cellules à bas potentiel augmente 

très significativement de 17,69% pour les cellules témoins à 53% pour les cellules traitées 

avec 10 µM d’acide ursolique. En revanche pour les concentrations 12,5 µM, 15 µM et 20 

µM, nous pouvons observer une diminution de ce nombre de cellules à bas potentiel 

mitochondrial, avec respectivement, 12,37%, 12,1% et 14,41% (Figure 112). 

 

L’évolution du pourcentage de cellules à haut et bas potentiel, en fonction de la 

concentration d’acide ursolique est représentée sur la figure 113. 
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Figure 111 : Sur les cellules M4Beu vivantes (TOTO-3-), cytogrammes de 

répartition des cellules à haut potentiel et des cellules à bas 

potentieltransmembranaire mitochondrial après 24 heures de traitement avec 

l’acide ursolique. 

Analyse en CMF avec JC-1. (H2O2=Témoin positif) 

FL1 : intensité relative de fluorescence verte du JC-1 

FL2 : intensité relative de fluoresence orange du JC-1 

Cytogrammes représentatifs de l’une des trois expérimentations (n=3). 
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Figure 112 : Sur les cellules M4Beu vivantes (TOTO-3-), cytogrammes de 

répartition des cellules à haut potentiel et des cellules à bas 

potentieltransmembranaire mitochondrial après 48 heures de traitement avec 

l’acide ursolique. 

Analyse en CMF avec JC-1. (H2O2=Témoin positif) 

FL1 : intensité relative de fluorescence verte du JC-1 

FL2 : intensité relative de fluoresence orange du JC-1 

Cytogrammes représentatifs de l’une des trois expérimentations (n=3). 
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Figure 113 : Histogrammes de répartition du pourcentage des cellules M4Beu 

possédant des mitochondries à bas potentiel transmembranaire après 24 et 48 heures 

de traitement avec l’acide ursolique. 

 

 

6,01 

17,69 

6,62 
12,37 12,41 14,41 

78,88 

62,18 

45,23 

53,00 

0 

25 

50 

75 

100 

0 10 12,5 15 20 
Concentration d'acide ursolique (µM)  

%
 d

e 
ce

llu
le

s
 à

 b
as

 p
ot

en
tie

l
  Potentiel bas à 24 h 

 Potentiel bas à 48 h 



 268

V.2.3. Détermination du taux d’apoptose sur la population cellulaire M4Beu 

totale à l’aide du double marquage TOTO-3 et JC-1 en CMF 

 

Le pourcentage de cellules à bas potentiel mitochondrial, mis en évidence avec le 

fluorochrome JC-1 sur la population cellulaire vivante, correspond également, pour la même 

population, au pourcentage de cellules en cours d’apoptose. Cependant pour déterminer le 

pourcentage réel de cellules en cours d’apoptose induit par l’acide ursolique sur les cellules 

M4Beu, nous devons prendre en compte la population cellulaire totale et pas uniquement la 

population cellulaire vivante. C’est ainsi que nous avons effectué une analyse en CMF a partir 

des trois sous types de population : 

- cellules mortes, TOTO-3+,   

- cellules vivantes, TOTO-3- à haut potentiel mitochondrial, 

- cellules vivantes en cours d’apoptose, TOTO-3- à bas potentiel mitochondrial. 

 

Les figures 114 et 115 représentent les cytogrammes de répartition des trois sous 

types de population après 24 et 48 heures de traitement. Les différentes valeurs de cette 

répartition de population sont présentées dans le tableau 16. 

 

Après 24 heures de traitement, l’acide ursolique induit de manière dose-dépendante 

le processus apoptotique sur les cellules M4Beu : le pourcentage de cellules en cours 

d’apoptose est de 12,26% pour les cellules témoins et atteind 21,94% pour les cellules traitées 

avec 10 µM d’acide ursolique. Le pourcentage de cellules apoptotiques est particulièrement 

important à la concentration 20 µM d’acide ursolique avec un taux de 40,45% (Tableau 16). 

Après 48 heures de traitement et par rapport à 24 heures, le pourcentage de cellules 

apoptotique n’évolue pas avec 10 µM d’acide ursolique avec respectivement 21,94 et 21,43% 

pour les deux périodes de traitement. Pour les concentrations 12,5 µM, 15 µM et 20 µM 

d’acide ursolique, et toujours par rapport à 24 heures, le pourcentage de cellules apoptotiques 

diminue et est de l’ordre de 10% (Tableau 16). 

 

Cette analyse en CMF fait apparaître de manière indiscutable que la voie 

mitochondriale est la voie de transduction principale du processus apototique induit par 

l’acide ursolique sur les cellules M4Beu. 
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FL2 : Fluorescence orange vs FL4 : Fluorescence rouge (H2O2=Témoin positif). 

Figure 114 : Cytogrammes de répartition des trois sous-populations des cellules 

M4Beu à partir de la population cellulaire totale après 24 heures de traitement avec 

l’acide ursolique. Analyse en CMF avec TOTO-3 et JC-1.  

TOTO-3+ : cellules mortes (nécrose + apoptose IIère) 

TOTO-3- : cellules vivantes « normales » = haut potentiel mitochondrial et cellules 

vivante en apoptose Ière = bas potentiel mitochondrial. 

Cytogrammes représentatifs de l’une des trois expérimentations (n=3).  
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FL2 : Fluorescence orange vs FL4 : Fluorescence rouge (H2O2=Témoin positif). 

Figure 115 : Cytogrammes de répartition des trois sous-populations des cellules 

M4Beu à partir de la population cellulaire totale après 48 heures de traitement avec 

l’acide ursolique. Analyse en CMF avec TOTO-3 et JC-1.  

TOTO-3+ : cellules mortes (nécrose + apoptose IIère) 

TOTO-3- : cellules vivantes « normales » = haut potentiel mitochondrial et cellules 

vivante en apoptose Ière = bas potentiel mitochondrial. 

Cytogrammes représentatifs de l’une des trois expérimentations (n=3). 
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Cellules vivantes (%) 
(TOTO-3-) 

Temps Traitement Apoptose 

(~∆Ψm bas) 

Normales 

(~∆Ψm haut) 

Cellules 

mortes (%) 

(TOTO-3+) 

Population 
Totale 
(%) 

- H2O2 (T+) 18,67±2,42 22,50±1,66 58,83±1,56 100,00 

Témoin 12,26±1,47 78,74±4,52 9,00±1,02 100,00 

10 21,94±1,69 55,57±3,21 22,49±1,73 100,00 

12,5 31,80±2,20 40,71±2,68 27,49±1,77 100,00 

15 33,15±2,41 23,83±1,87 43,02±2,41 100,00 

 
 
 

24 h 

 
[UA] 
(µM) 

20 40,45±2,11 15,46±1,45 44,09±2,86 100,00 

 

 

Cellules vivantes (%) 
(TOTO-3-) 

Temps Traitement Apoptose 

(~∆Ψm bas) 

Normales 

(~∆Ψm haut) 

Cellules 

mortes (%) 

(TOTO-3+) 

Population 
Totale 
(%) 

- H2O2 (T+) 18,67±2,42 22,50±1,66 58,83±1,56 100,00 

Témoin 8,27±1,13 83,16±3,49 8,57±0,87 100,00 

10 21,43±2,07 26,42±1,36 52,15±3,66 100,00 

12,5 10,66±1,28 35,27±1,85 54,07±3,41 100,00 

15 11,35±1,32 29,76±1,42 58,89±3,87 100,00 

 
 
 

48 h 

 
[UA] 
(µM) 

20 8,61±0,93 27,82±1,24 63,57±4,01 100,00 

 

Tableau 16 : Sur la population totale des cellules M4Beu, analyse de la répartition 

des cellules mortes et vivantes « normales » et les cellules vivantes en cours 

d’apoptose. Analyse en CMF avec les fluorochromes TOTO-3 et JC-1. 
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VI. Etude des molécules apoptogènes libérées à partir de la mitochondrie : 

cytochrome c et « Apoptosis Inducing factor » (AIF) 

 

La chute du potentiel transmembranaire mitochondrial qui a lieu lors du processus 

apoptotique s’accompagne généralement d’une libération dans le cytoplasme de molécules 

apoptogènes dont le cytochrome c et l’AIF. 

Dans notre étude, la voie mitochondriale semble prépondérante dans le processus 

apoptotique induit par l’acide ursolique puisque la chute du potentiel mitochondrial observée 

est significative. Ainsi, afin de mettre en évidence l’expression des protéines AIF et 

cytochrome c, nous avons étudié l’expression de ces protéines à l’aide de la technique 

Western Blot. Nous avons aussi réalisé un marquage immunofluorescent indirect afin de 

mettre en évidence un relargage éventuel dans le cytoplasme de ces deux molécules 

apoptogènes. 

 

VI.1. Etude du cytochrome c par immunofluorescence indirecte 

 

Dans la signalisation de la voie mitochondriale, le cytochrome c joue un rôle 

essentiel comme co-facteur : en effet, libéré par la mitochondrie, le cytochrome c se lie dans 

le cytosol à la protéine régulatrice « Apoptosis Protein Activating Factor-1 » (APAF-1) et à la 

pro-caspase-9; le complexe ainsi formé, l’apoptosome, induit l’activation de la caspase-9. 

Dans cette étude, pour mettre en évidence la libération du cytochrome c, nous avons 

effectué sur les cellules M4Beu un marquage immunofluorescent indirect avec un anticorps 

de souris anti-cytochrome c humain et un anticorps anti-souris couplé au fluorochrome FITC. 

Après 24 et 48 heures de traitement et par rapport aux cellules non traitées, l’acide 

ursolique induit de manière dose et temps dépendants la libération du cytochrome c : le 

nombre de cellules, mais aussi l’intensité de fluorescence au niveau du cytoplasme 

augmentent en fonction de la concentration de l’acide ursolique et de la durée du traitement 

(Figure 116). 

 

NB : Nous avons étudié l’expression de la protéine cytochrome c par Western Blot.  

Les résultats obtenus ne sont pas présentés ici : la technique opératoire, même 

répétée plusieurs fois, ne nous a pas permis d’obtenir un marquage cohérent des 

cellules traitées, mais également des cellules témoins. 
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Figure 116 : Immunofluorescence indirecte du cytochrome c des cellules 

M4Beu après 24 et 48 heures de traitement avec de l’acide ursolique. 

Photographies représentatives de l’une des trois expérimentations. 

Grossissement x 200. (n=3). 

Cellules non traitées  

15 µM 

10 µM 

12,5 µM 

12,5 µM 15 µM 

Cellules non traitées  10 µM 

48 h 

24 h 
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VI.2. Etude de l’« Apoptosis Inducing Factor » (AIF) 

 

Lors de l’apoptose, l’AIF est libérée par la mitochondrie dans le cytoplasme. Cette 

protéine est ensuite transloquée dans le noyau où elle va se fixer à l’ADN pour le fragmenter. 

Pour mettre en évidence la libération de l’AIF, nous avons étudié l’expression de 

cette protéine par Western Blot et par marquage immunofluorescent indirect à l’aide d’un 

anticorps anti-AIF, mais sur lequel nous fixons un second anticorps couplé au fluorochrome 

FITC. 

 

VI.2.1. Expression de la protéine AIF par la technique Western Blot 

 

Après 24 et 48 heures d’incubation, nous pouvons observer une faible augmentation 

de l’expression de la protéine AIF en fonction de la concentration d’acide ursolique (Figure 

117). 

Le calcul des ratios AIF / β-actine confirme cette observation. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 117 : Effet de l’acide ursolique sur l’expression de la protéine AIF des 

cellules M4Beu après 24 et 48 heures de traitement. 

Technique Western Blot (n=3). (* P<0,05). 
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Après 24 heures de traitement, le ratio est de 1,26 pour les cellules témoins et de 

1,30, 1,35 et 1,40 pour les cellules traitées avec 10, 12,5 et 15 µM d’acide ursolique, 

respectivement. Soit une augmentation d’un facteur de 1,03, 1,07 et 1,11. 

Après 48 heures de traitement, le ratio est de 1,21 pour les cellules témoins et de 

1,22, 1,23 et 1,29 pour les cellules traitées avec 10, 12,5 et 15 µM d’acide ursolique, 

respectivement. Soit une augmentation d’un facteur de 1,01, 1,02 et 1,07. 

Nous pouvons en déduire une faible augmentation de l’expression de AIF dose-

dépendante dans les cellules M4Beu traitées avec de l’acide ursolique durant 24 et 48 heures. 

 

VI.2.2. Expression de la protéine AIF par immunofluorescence indirecte 

 

Les différentes photographies des figures 118 et 119 font apparaître une fluorescence 

verte intense au niveau du cytoplasme des cellules M4Beu de manière dose-dépendante après 

24 et 48 heures de traitement avec l’acide ursolique. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 118 : Immunofluorescence indirecte de la protéine AIF des cellules 

M4Beu après 24 heures de traitement avec de l’acide ursolique. 

Photographies représentatives de l’une des trois expérimentations. 

Grossissement x 200. (n=3). 

12,5 µM 15 µM 
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Figure 119 : Immunofluorescence indirecte de la protéine AIF des cellules 

M4Beu après 48 heures de traitement avec de l’acide ursolique. 

Photographies représentatives de l’une des trois expérimentations. 

Grossissement x 200. (n=3). 

 

 

L’intensité de fluorescence augmente en fonction de la concentration d’acide 

ursolique, ce qui semble indiquer une libération dose-dépendante de l’AIF. 

Ces résultats confirment ceux obtenus par la technique Western Blot :  

- augmentation (modérée) de l’expression de la protéine AIF, en fonction de la 

concentration d’acide ursolique. 

 

L’étude de molécules apoptogènes cytochrome c et AIF par immunofluorescence 

indirecte fait apparaître que l’acide ursolique induit l’augmentation de l’expression protéique 

de ces molécules apoptogènes à partir de la mitochondrie des cellules M4Beu traitées, et 

semble suggérer une libération de l’AIF et du cytochrome c par la mitochondroe. 
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 VII. Protéines Bax et de Bcl-2 : études des expressions des ARNm et des 

protéines 

 

Les protéines Bax (pro-apoptotique) et Bcl-2 (anti-apoptotique) régulent notamment 

l’ouverture des pores de la mitochondrie permettant ainsi le relargage des molécules 

apoptogènes. 

Pour étudier l’implication des protéines Bax et Bcl-2 dans le processus apoptotique 

induit par l’acide ursolique sur les cellules M4Beu, nous avons étudié l’expression de leur 

ARNm par la technique RT-PCR. 

Nous avons également étudié l’expression de ces protéines par Western Blot et par 

marquage immunofluorescent indirect. 

Pour complèter cette étude, nous avons analysé, pour chaque période de traitement et 

pour chaque concentration d’acide ursolique, les ratios Bax / Bcl-2. Ces ratios résultant de 

l’étude des protéines en Western Blot, permettent de définir une tendance pro- ou anti-

apoptotique de l’acide ursolique sur les cellules M4Beu.  

 

VII.1. Etude de Bax 

 

VII.1.1. Expression de l’ARNm de bax 

 

Les résultats présentés sur la figure 120 font apparaître une augmentation dose-

dépendante de l’expression de l’ARNm de bax quand les cellules sont traitées avec de l’acide 

ursolique. Cette augmentation est beaucoup plus importante après 24 heures d’incubation 

qu’après 48 heures. 

Après 24 heures de traitement, le ratio de l’expression de l’ARNm de bax sur celle 

de la β-actine est de 0,16 pour les cellules non traitées et de 0,33 pour les cellules traitées avec 

15 µM d’acide ursolique, soit une augmentation d’un facteur de 2,06. 

Après 48 heures de traitement, le ratio est de 0,27 pour les cellules non traitées et de 

0,34 pour les cellules traitées avec 15 µM d’acide ursolique, soit une augmentation d’un 

facteur de 1,26. 
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Figure 120 : Effet de l’acide ursolique sur l’expression de l’ARNm de bax 

des cellules M4Beu après 24 et 48 heures de traitement. 

Technique RT-PCR (n=3). (* P<0,05). 

 

L’acide ursolique induit une augmentation sur l’expression de l’ARNm de bax des 

cellules M4Beu de manière dose-dépendante après 24 et 48 heures de traitement. 
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VII.1.2. Expression de la protéine Bax 

 

VII.1.2.1. Expression de la protéine Bax par la technique Western Blot 

 

L’acide ursolique induit de manière dose-dépendante une augmentation de 

l’expression de la protéine Bax dans les cellules M4Beu (Figure 121). 

 

Après 24 heures de traitement, le ratio Bax / β-actine est de 0,25 pour les cellules 

non traitées et de 0,41 pour les cellules traitées avec 15 µM d’acide ursolique, soit une 

augmentation d’un facteur de 1,64. 

Après 48 heures de traitement, le ration Bax / β-actine est de 0,38 pour les cellules 

non traitées et de 0,52 pour les cellules traitées avec 15 µM d’acide ursolique, soit une 

augmentation d’un facteur de 1,37. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 121 : Effet de l’acide ursolique sur l’expression de la protéine Bax des 

cellules M4Beu après 24 et 48 heures de traitement. 

Technique Western Blot (n=3). (* P<0,05). 
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VII.1.2.2. Expression de la protéine Bax par immunofluorescence 

indirecte 

 

Après 24 et 48 heures d’incubation, seules les cellules traitées présentent 

distinctement, au niveau du cytoplasme, une fluorescence verte, et ce pour les deux périodes 

d’incubation. L’intensité de la fluorescence augmente en fonction de la concentration de 

l’acide ursolique, ce qui indique que la protéine Bax est exprimée par la biomolécule. Seuls 

les résultats obtenus après 24 heures de traitement sont présentés sur la figure 122. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 122 : Immunofluorescence indirecte de la protéine Bax des cellules M4Beu 

après 24 heures de traitement avec de l’acide ursolique. 

Photographies représentatives de l’une des trois expérimentations. 

Grossissement x 200. (n=3). 

 

Les résultats obtenus avec les différentes techniques utilisées au cours de cette étude 

convergent pour indiquer que l’acide ursolique induit une augmentation de l’expression de la 

protéine pro-apoptotique Bax sur les cellules M4Beu. 
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VII.2. Etude de Bcl-2 

 

VII.2.1. Expression de l’ARNm de bcl-2 

 

L’acide ursolique réprime de manière dose et temps dépendants l’expression de 

l’ARNm de bcl-2 des cellules M4Beu (Figure 123). 

Après 24 heures de traitement, le ratio ARNm de bcl-2 / β-actine est de 0,27 pour les 

cellules non traitées et de 0,22 pour les cellules traitées avec 15 µM d’acide ursolique, soit 

une diminution d’un facteur de 1,23. 

Après 48 heures de traitement, le ratio ARNm de bcl-2 / β-actine est de 0,30 pour les 

cellules non traitées et de 0,21 pour les cellules traitées avec 15 µM d’acide ursolique, soit 

une diminution d’un facteur de 1,43. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 123 : Effet de l’acide ursolique sur l’expression de l’ARNm de bcl-2 des 

cellules M4Beu après 24 et 48 heures de traitement. 

Technique de RT-PCR (n=3). 
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VII.2.2. Expression de la protéine Bcl-2 

 

VII.2.2.1. Expression de la protéine Bcl-2 par la technique Western Blot 

 

L’acide ursolique réprime l’expression de la protéine Bcl-2 d’une manière dose-

dépendante (Figure 124). 

Après 24 ou 48 heures de traitement avec 15 µM d’acide ursolique, l’expression de 

la protéine Bcl-2 est diminuée d’un facteur de 1,2 par rapport à l’expression de la protéine 

dans les cellules témoins. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure. 124 : Effet de l’acide ursolique sur l’expression de la protéine Bcl-2 des 

cellules M4Beu après 24 et 48 heures de traitement. 

Technique Western Blot (n=3). (* P<0,05). 
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VII.2.2.2. Expression de la protéine Bcl-2 par immunofluorescence 

indirecte 

 

Que ce soit après 24 ou 48 heures d’incubation, les résultats obtenus par marquage 

immunofluorescent indirect ne font apparaître aucune différence significative dans l’intensité 

de fluoresence entre les cellules témoins et les cellules traitées avec de l’acide ursolique. 

Ainsi, nous présenterons que les résultats obtenus à 24 heures de traitements. La fluorescence 

verte diffuse, mise en évidence, représente le niveau basal de la protéine dans les cellules 

(Figure 125). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 125 : Immunofluorescence indirecte de la protéine Bcl-2 des cellules 

M4Beu après 24 heures de traitement avec de l’acide ursolique. 

Photographies représentatives de l’une des trois expérimentations. 

Grossissement x 200. (n=3). 

 

Lors de cette étude, les résultats obtenus avec les techniques de RT-PCR, de Western 

Blot et d’immunofluorescence indirecte montrent que la molécule n’induit pas de variation de 

l’expression de Bcl-2 dans les cellules M4Beu. 
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VII.3. Etude du ratio Bax / Bcl-2 

 

Les résultats obtenus précédemment nous ont montré que l’acide ursolique induisait 

sur les cellules M4Beu une augmentation de l’expression de la protéine pro-apoptoqique Bax 

et aucune variation de l’expression de la protéine anti-apoptoqique Bcl-2. Il est généralement 

admis que la tendance pro- ou anti-apoptotique d’un effecteur se définit par le rapport entre 

l’expression de la protéine Bax et l’expression de la protéine Bcl-2. 

 

VII.3.1. Etude du ratio de l’expression de l’ARNm de Bax sur l’expression de 

l’ARNm de Bcl-2 

 

Nous observons une augmentation significative dans l’expression du ratio de 

l’ARNm de Bax sur l’ARNm de Bcl-2 des cellules M4Beu traitées à différentes 

concentrations d’acide ursolique par rapport au témoin à 24 h et à 48 heures de traitement 

(Figure 126). 

A 24 heures de traitement, le ratio croît de manière dose-dépendante : 0,60 pour le 

témoin et de 1,52 pour 15 µM d’acide ursolique (soit une augmentation d’un facteur de 2,53). 

A 48 heures, le ratio augmente de 0,92 pour le témoin et de 1,66 pour 15 µM d’acide 

ursolique (soit une augmentation d’un facteur de 1,80). 

 

Figure 126 : Etude du ratio de l’expression de l’ARNm de Bax sur celle de 

l’ARNm de Bcl-2 des cellules M4Beu après 24 et 48 heures de traitement avec 

l’acide ursolique. 
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VII.3.2 Etude du ratio de l’expression protéique de Bax / l’expression 

protéique de Bcl-2 

 

 

L’acide ursolique induit d’une manière dose et temps dépendants une tendance pro-

apoptotique très prononcée sur les cellules M4Beu (Figure 127). 

Après 24 heures de traitement, le ratio Bax / Bcl-2 est de 0,89 pour les cellules non 

traitées et de 1,59 pour les cellules traitées avec 15 µM d’acide ursolique, soit une 

augmentation d’un facteur de 1,94. 

Après 48 heures de traitement, le ratio Bax / Bcl-2 est de 1,09 pour les cellules non 

traitées et de 2,05 pour les cellules traitées avec 15 µM d’acide ursolique, soit une 

augmentation d’un facteur de 1,84. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 127 : Ratio de l’expression de Bax sur celle de Bcl-2 des cellules M4Beu 

après 24 et 48 heures de traitement avec de l’acide ursolique. 

Technique Western Blot (n=3). (* P<0,05). 

 

Les résultats des techniques RT-PCR et Western Blot montrent que l’acide ursolique 

induit une augmentation dose-dépendante du ratio de Bax sur Bcl-2 des cellules M4Beu à 24 

et 48 heures de traitement. 
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Pour résumer nos principaux résultats obtenus sur les cellules M4Beu, nous avons 

montré que l’acide ursolique induit un effet anti-prolifératif sur les cellules traitées avec une 

IC50 de 18 µM et 12,5 µM, respectivement à 24 et 48 heures de traitement. Nous n’avons pas 

observé de blocage du cycle cellulaire. En revanche, la présence d’une population sub-G1 

indique que l’acide ursolique induit un processus pro-apoptotique. Nous avons observé une 

translocation de p53 phosphorylé dans le noyau et déterminé une augmentation de l’activation 

des caspases-3 et -9. La chute du potentiel transmembranaire mitochondrial est très 

importante et le ratio Bax/Bcl-2 obtenu après traitement est en faveur d'un processus pro-

apoptotique, impliquant la mitochondrie comme voie du signal apoptotique. Nous avons 

également observé un relargage des molécules apoptogènes AIF et cytochrome c. 
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Nous nous sommes intéressés à l’action de l’acide ursolique sur deux lignées 

cellulaires de la peau humaine in vitro, la lignée HaCaT non-cancéreuse et la lignée M4Beu 

cancéreuse. La lignée cellulaire HaCaT est constituée de cellules immortalisées dérivées de 

kératinocytes (Fusenig & Boukamp, 1998 ; Boukamp et al., 1994 ; Boukamp et al., 1995). La 

lignée cellulaire M4Beu est une lignée cancéreuse obtenue à partir d'une métastase 

ganglionnaire d'un mélanome humain. Cette lignée est hétérogène, c’est-à-dire qu’elle est 

constituée de cellules pauvrement tumorigènes mais hautement métastatiques in vitro et 

hautement tumorigènes mais pauvrement métastatiques in vivo (Dore et al., 1987). 

 

Dans un premier temps, nous avons étudié l’effet de l’acide ursolique sur la 

croissance cellulaire de ces deux lignées. Pour cela, deux techniques ont été employées, la 

technique du MTT et la méthode d’exclusion du bleu trypan. 

La technique du MTT est couramment utilisée pour effectuer des tests de prolifération. Les 

résultats obtenus pour les deux lignées dans les conditions testées ne démontrent pas d’effet 

anti-prolifératif et ne permettent pas de déterminer une IC50. Ces résultats ne corroborent pas 

l’examen visuel. Ainsi, nous pouvons en conclure que pour les deux lignées traitées avec 

l’acide ursolique, la technique du MTT ne semble pas adaptée pour étudier l’effet anti-

prolifératif de l’acide ursolique. 

La deuxième technique utilisée est la méthode d’exclusion du bleu trypan. Les résultats 

obtenus sur les deux lignées traitées avec l’acide ursolique ont permis d’observer l’effet anti-

prolifératif dose et temps dépendants de cette molécule, et ainsi de déterminer un IC50 de 18 

µM à 24 heures de traitement, et une IC50 de 12,5 µM à 48 heures de traitement pour les deux 

lignées. Nous pouvons donc en déduire un effet anti-prolifératif de l’acide ursolique sur les 

deux lignées cellulaires étudiées. 

La technique du MTT ne convient pas à notre étude pour déterminer un effet anti-prolifératif, 

car elle minimise cet effet. Le test du MTT est réalisé selon la méthode décrite par Mosmann, 

en 1983. Ce test donne une indication sur l’état du bon fonctionnement mitochondrial. Le 

principe du test du MTT consiste à mesurer l'activité de la succinate déshydrogénase 

mitochondriale des cellules vivantes. Cette enzyme, par coupure du cycle tétrazolium, 

transforme le MTT (ou Bromure de 3(4.5-diméthylthiazol-2-yl)-2.5-diphényltétrazolium), de 

couleur jaune, en cristaux de formazan bleus. Nos résultats montrent que l’activité 

déshydrogénase n’est pas proportionnelle au nombre de cellules vivantes. D’autres auteurs ont 

montré sur des lignées cellulaires telles que les cellules mammaires MCF-7 (Es-saady et al., 

1996b) et les cellules U87 issues de gliobastome humain multiforme (Lee et al., 2001), que la 
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technique du MTT ne permet pas toujours de déterminer le nombre réel de cellules viables. 

En 1993, Pagliacci et coll. ont démontré par comptage direct du nombre de cellules au bleu 

trypan que la génistéine arrête la croissance cellulaire de plusieurs lignées malignes (MCF-7, 

Jurkat et L-929). En revanche, par la technique du MTT, ces mêmes auteurs ont observé dans 

ces trois types cellulaires une stimulation de la production de formazan qui masque 

complètement l’action inhibitrice de la génistéine et donc l’effet anti-prolifératif de cette 

molécule est sous-estimé. Nous constatons sur nos deux lignées que l’acide ursolique 

minimise l’effet anti-prolifératif à l’identique de la génistéine sur les cellules MCF-7 grâce à 

la technique du MTT. Comme la génistéine et l’acide ursolique sont deux inhibiteurs 

potentiels de la tyrosine kinase et de la topoisomérase II (Pagliacci et al., 1993 ; Hollosy et 

al., 2000 ; Mizushina et al., 2000), nous pouvons spéculer que les différences observées entre 

les résultats obtenus avec le bleu trypan et ceux obtenus avec le MTT pourraient être la 

conséquence d’un effet inhibiteur potentiel de l’acide ursolique sur la tyrosine kinase et/ou sur 

la topoisomérase II, sans pour autant expliquer le lien entre ces enzymes et les 

déshydrogénases mitochondriales. 

 

Dans un deuxième temps, nous avons effectué l’analyse du cycle cellulaire et l’étude 

de l’expression des ARNm et des protéines p21 et p53, protéines régulant le cycle cellulaire. 

Pour élucider les mécanismes d’inhibition de la prolifération cellulaire provoqués par 

l’acide ursolique dans les lignées cellulaires HaCaT et M4Beu, nous avons analysé par 

cytométrie en flux, la distribution des cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire. 

Dans notre étude, nous observons, pour les cellules HaCaT traitées, une progressive 

accumulation des cellules en phase G1, alors que le nombre de cellules décroît en phase G2. 

Pour la lignée M4Beu, l’acide ursolique n’induit pas d’arrêt du cycle cellulaire. 

Nos résultats sont en accord avec de précédents travaux réalisés dans notre laboratoire, 

démontrant que l’acide ursolique induit un arrêt du cycle cellulaire en phase G1 sur des 

cellules cancéreuses mammaires humaines MCF-7 et sur des cellules de mélanomes de souris 

B16 (Es-Saady et al., 1996a ; Es-Saady et al., 1996b). 

Ces premiers résultats démontrent que l’acide ursolique agit différemment sur les deux 

lignées cellulaires étudiées. Nous pouvons suggérer que l’arrêt du cycle cellulaire, observé 

dans le cas des cellules HaCaT, permettrait à la cellule de réparer certains dommages de 

l’ADN. En revanche, dans le cas des cellules M4Beu, l’action de l’acide ursolique n’entraîne 

pas d’arrêt du cycle cellulaire, soit parce que les dommages dans l’ADN sont minimes, soit 

parce que l’acide ursolique ne modifie pas l’intégrité du génome, soit parce que les 
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dommages sont trop conséquent. Ainsi, pour les cellules HaCaT, l’effet anti-prolifératif de 

l’acide ursolique s’explique partiellement par un blocage en phase G1 ; sur les cellules 

M4Beu, l’effet anti-prolifératif de l’acide ursolique s’expliquerait par un autre mécanisme. 

L’analyse du cycle cellulaire met aussi en évidence la présence d’une population sub-G1 dans 

les deux lignées cellulaires traitées. Ce pic correspond à des cellules dont le contenu en ADN 

est diminué par perte de fragments d’ADN clivés au cours de l’apoptose (Leers et al., 1999; 

Szmit et al., 2002). Nous supposons d’après le pic sub-G1 étroit que la population cellulaire 

traitée a perdu le même contenu en ADN, donc ces cellules ont toutes des fragments de tailles 

égales. Il est très rare d’observer une régularité des courbes représentant le pic sub-G1 ; cette 

régularité exprime une fragmentation très nette et très précise de l’ADN, ce qui n’a jamais été 

mis en évidence au cours des précédentes études sur les lignées cellulaires cancéreuses 

traitées avec l’acide ursolique. 

Pour les cellules HaCaT, l’apparition d’un pic sub-G1 à 20 µM d’acide ursolique après 24 et 

48 heures de traitement montre que cette molécule induit une augmentation significative du 

nombre de cellules dans la phase sub-G1. Pour les cellules M4Beu, l’apparition d’un pic sub-

G1 observée est importante à 20 µM d’acide ursolique dès 24 heures. L’apparition d’un pic 

sub-G1 à 48 heures est observée quelles ques soient les concentrations d’acide ursolique 

testées. Les cellules M4Beu seraient plus sensibles à l’effet pro-apoptotique de l’acide 

ursolique que les cellules HaCaT. 

La présence d’un pic sub-G1 dans les cellules traitées indique que l’acide ursolique induit un 

processus apoptotique. L’effet anti-prolifératif de l’acide ursolique s’expliquerait par un 

blocage du cycle en phase G1 avec induction du processus apoptotique dans les cellules 

HaCaT. Pour les cellules M4Beu, cet effet anti-prolifératif serait dû uniquement à une 

induction du processus apoptotique. 

 

Il est établi que la protéine suppresseur de tumeur p53 inhibe la croissance cellulaire 

en induisant un arrêt du cycle cellulaire et/ou l’apoptose (Levine, 1997). Dans les cellules 

épithéliales de la prostate humaine (Choi et al., 2000), l’acide ursolique induit l’expression de 

la protéine p53. Cette dernière active la transcription et la synthèse de la protéine p21, un 

inhibiteur du cycle cellulaire (El-Deiry et al., 1993 ; Kim, 1997). La protéine p21 appartient à 

la famille Cip/Kip qui contrôle le point de transition G1/S dans le cycle cellulaire, en inhibant 

l’activité des complexes cycline D/CDK (Levine, 1997). C’est une des cibles 

transcriptionnelles majeures de p53 et un des principaux médiateurs de l’arrêt du cycle 

cellulaire (Waldman et al., 1995). 
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Dans les cellules HaCaT traitées par l’acide ursolique, nous avons montré, par différentes 

techniques de biologie moléculaire, l’augmentation de l’expression de l’ARNm de p21, et de 

la protéine p21. En revanche, nous n’avons observé aucune variation de l’expression de 

l’ARNm de p53, ni celle de la protéine p53. Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus 

par Kim et coll. en 1997, qui ont montré que, sur les cellules REF (Rat Embryo Fibroblast 

cells) traitées par l’acide ursolique, l’expression de la protéine p21 croît alors que celle de la 

protéine p53 ne varie pas. DE mêm avec une autre molécule, Pellizzaro et coll., en 2001, ont 

montré que le butyrate de sodium bloque la croissance cellulaire des cellules cancéreuses de 

poumons avec une faible augmentation de l’expression de p21 alors que l’expression 

protéique de p53 ne varie pas. 

A l’aide d’un anticorps dirigé contre la protéine p53 phosphorylée sur la sérine 392, nous 

avons observé par immunocytochimie une fluorescence intense au niveau du noyau des 

cellules HaCaT traitées par l’acide ursolique. Nous constatons aussi que l’intensité de 

fluorescence du marquage augmente au niveau du noyau avec des concentrations d’acide 

ursolique croissantes, suggérant l’activation de la protéine p53 par phosphorylation sur la 

serine 392, et la translocation de p53 dans le noyau. En 1997, Sakaguchi et coll. et Shieh et 

coll., ont démontré que la phosphorylation sur la sérine 392 stabilise le tétramère p53, c’est-à-

dire la forme active de cette protéine. La protéine p53 peut alors fonctionner comme un 

facteur de transcription dans le noyau où elle active l’expression de nombreux gènes (Jaiswal 

& Narayan, 2001). En 1995, Katayose et coll. ont montré sur des cellules AoVSMC (Aortic 

Vascular Smooth Muscle Cells) que l’expression de p21 provoque un arrêt du cycle cellulaire 

en G1, alors que l’expression de p53 induit à la fois l’arrêt du cycle et l’accumulation de 

cellules apoptotiques en phase sub-G1. Dans les cellules HaCaT traitées, nous supposons que 

l’arrêt du cycle cellulaire en phase G1 est régulé par l’expression de la protéine p21, cible 

transcriptionnelle de p53, et que l’apparition du pic sub-G1 serait due à l’activation de p53 car 

p53 est active dans le noyau. 

Dans la lignée cellulaire M4Beu traitées par l’acide ursolique, nous n’observons pas d’arrêt 

du cycle cellulaire, ni de variation del’expression des ARNm de p21, ni de variation de 

l’expression de la protéine p21. Toutefois, l’apparition d’un pic sub-G1 s’observe dès 24 

heures pour la plus forte concentration d’acide ursolique, et à 48 heures pour toutes les 

concentrations d’acide ursolique testées. A 24 et 48 heures de traitement, nous avons de plus 

montré que l’acide ursolique induit une augmentation significative de l’expression des ARNm 

de p53 et de l’expression de la protéine p53. Comme pour les cellules HaCaT, l’observation 

de la présence de p53 phosphorylée sur la sérine 392 dans le noyau des cellules M4Beu 



 292

traitées, suggère que p53 est activée. Autant pour les cellules HaCaT et que pour les cellules 

M4Beu, cette observation pourrait expliquer la forte accumulation de cellules apoptotiques en 

phase sub-G1 à 24 et 48 heures de traitement aux fortes concentrations d’acide ursolique. 

L’analyse du cycle cellulaire ainsi que l’étude de l’expression des protéines p53 et 

p21 montrent des différences entre les cellules HaCaT et M4Beu traitées par l’acide ursolique. 

Nous pensons que l’arrêt du cycle cellulaire dans les cellules HaCaT traitées permettrait aux 

cellules de réparer leur ADN endommagé. Cet arrêt pourrait être dû à une augmentation de 

l’expression de p21. En revanche, cet arrêt n’est pas observé pour les cellules M4Beu, et 

l’apparition du pic sub-G1 est plus important que pour les cellules HaCaT. L’augmentation de 

l’expression de p53 induirait une accumulation en phase sub-G1 des cellules HaCaT et 

M4Beu traitées. 

L’acide ursolique semble donc avoir un effet pro-apoptotique sur les deux lignées cellulaires, 

mais avec un effet plus marqué et plus précoce pour les cellules M4Beu.  

 

Dans un troisième temps, nous avons analysé les voies apoptotiques activées par 

l’acide ursolique dans chacune des deux lignées. Existe-t-il une voie propre à chaque lignée ou 

l’acide ursolique a-t-il un effet unique quelle que soit la lignée cellulaire ? 

Nous nous sommes intéressés tout particulièrement aux voies apoptotiques 

dépendantes des caspases, protéases spécifiques de l’apoptose, caractérisées par la voie de 

transduction extrinsèque qui fait intervenir la caspase-8 et la voie de transduction intrinsèque 

qui fait intervenir la caspase-9 (Hentgartner, 2000) : ces deux voies convergent en aval, vers 

l’activation commune de la caspase exécutrice majeure spécifique de l’apoptose, la caspase-3 

(Green & Kroemer, 1998). La voie inflammatoire impliquant la caspase-1 (Amarande-

Mendes & Green, 1999 ; Earnshaw et al., 1999), qui peut aussi dans certaines conditions 

activer la caspase-3 par clivage et ainsi induire l’apoptose (Gupta et al., 2002), a également 

été analysée. Nous avons étudié l’expression des ARNm des caspases-1,-3,-8 et -9 par RT-

PCR, puis l’activité enzymatique de chaque caspase en utilisant des couples substrat / 

inhibiteur spécifiques de chacune d’entre elles (Duval et al., 2002). 

Dans les cellules HaCaT, l’expression des ARNm de la caspase-3 augmente aussi bien à 24 

heures qu’à 48 heures de traitements pour toutes les concentrations d’acide ursolique. Nous 

montrons que l’acide ursolique n’induit pas de variation de l’activité caspase-3 après 24 

heures de traitement ; mais à 48 heures, cette activité augmente fortement surtout avec 15 µM 

d’acide ursolique. 
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En revanche, dans les cellules M4Beu, l’expression des ARNm de la caspase-3 augmente 

significativement quelles ques soient les concentrations d’acide ursolique à 24 heures, alors 

qu’elle diminue pour les plus fortes concentrations d’acide ursolique à 48 heures de 

traitement. Nous avons aussi observé que l’expression des ARNm de p53 dans les mêmes 

conditions de temps et de concentrationsdiminue ; ceci peut suggérer un état apoptotique 

avancé de la cellule. Nous supposons que ces cellules n’expriment plus ni p53, ni caspase-3, 

ce qui n’empêche pas l’activité de caspase-3. Cette activité de la caspase-3 augmente par 

rapport aux cellules non traitées à 24 heures comme à 48 heures de traitement ; et ceci quelles 

ques soient les concentrations d’acide ursolique. 

Dans les cellules HaCaT, l’augmentation de l’activité de la caspase-3 est plus importante mais 

tardive que celle observée dans les cellules M4Beu traitées ; alors que, dans les cellules 

M4Beu, elle augmente précocement mais reste constante. Cette augmentation d’activité 

s’observe au même moment que l’accumulation des cellules en phase sub-G1. En accord avec 

Hengartner (2000), nos résultats montrent que la caspase-3 est activée avant l’apparition des 

changements morphologiques caractéristiques de l’apoptose. L’activation de la caspase-3 est 

un phénomène irréversible du processus apoptotique. L’acide ursolique engendre un effet pro-

apoptotique sur les deux lignées. De nouveau, nous constatons que le processus apoptotique 

est plus important dans les cellules cancéreuses M4Beu que dans les cellules HaCaT dérivées 

de kératinocytes. 

Nous avons analysé l’activité de la caspase-1, qui est impliquée dans des évènements 

inflammatoires conduisant à la nécrose cellulaire (Earnshaw et al., 1999). Dans certains cas, 

elle peut activer par clivage la caspase-3 pour induire l’apoptose (Gupta et al., 2002). 

Pour les cellules HaCaT, nous constatons aucune variation de l’expression des ARNm de la 

caspase-1 à 24 heures comme à 48 heures de traitement. L’acide ursolique n’induit pas 

l’activité de la caspase-1, hormis une légère augmentation à 15 µM après 48 heures de 

traitement. Ceci pourrait s’expliquer peut-être par un effet feed-back de la caspase-3 sur la 

caspase-1 pour accélérer le processus apoptotique. 

Dans les cellules M4Beu, l’expression des ARNm de la caspase-1 diminue fortement à 48 

heures, soutenant l’hypothèse d’un état d’apoptose avancée que nous avons déjà évoqué avec 

les profils d’expression des ARNm de p53 et de caspase-3. En revanche, l’activité de la 

caspase-1 ne varie pas après les deux temps de traitement étudiés et quelles ques soient les 

concentrations. 

Nous supposons qu’il n’y a aucun phénomène inflammatoire dans notre système car l’acide 

ursolique n’induit pas d’activations de la caspase-1 dans les deux lignées. La caspase-3 n’est 
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donc ni clivée, ni activée par la caspase-1. Cette dernière n’est donc pas impliquée dans 

l’apoptose médiée par l’acide ursolique. 

La présence de pics sub-G1 dans les cellules traitées après analyse par CMF, la translocation 

dans le noyau de la protéine p53 et l’activation de la caspase-3 confirment l’effet pro-

apoptotique de l’acide ursolique sur les cellules HaCaT et M4Beu, en culture. L’acide 

ursolique possède un effet anti-prolifératif mais aussi un effet pro-apoptotique sur ces 

cellules ; le premier effet est la conséquence du deuxième. 

Le processus apoptotique se caractérise par une cascade d’évènements biochimiques 

et moléculaires. Ces mécanismes constituent des programmes apoptotiques performants, 

présents dans la plupart des types cellulaires : ils peuvent être initiés par une variété de 

signaux intra- ou extra-cellulaires. L’activation de la voie de transduction du signal pro-

apoptotique dépend du type cellulaire et d’éléments sub-cellulaires spécifiques de chaque 

stress. Les récepteurs membranaires activent la voie extrinsèque ou voie des récepteurs 

(Salvesen & Dixit, 1997; Salvesen & Dixit, 1999) et les mitochondries sont au centre de 

l’activation de la voie intrinsèque (Amarande-Mendes & Green, 1999 ; Gupta, 2003). Mais 

quelles ques soient les voies de transduction en amont, celles-ci convergent toujours vers une 

voie finale effectrice commune (Thompson, 1995), impliquant la caspase-3. La caspase-8 est 

activée après liaison d’un ligand à son récepteur spécifique. Elle est la caspase principale de la 

voie extrinsèque. La caspase-9 est aussi une caspase initiatrice impliquée dans la voie 

intrinsèque ou mitochondriale. Les caspases-8 et -9 sont des caspases initiatrices, c’est-à-dire 

qu’elles activent en aval la caspase-3 (Hengartner, 2000). Afin de déterminer quelles sont les 

voies de transduction qui activent la caspase-3, nous avons analysé l’expression de l’ARNm 

et les activités des caspase-8 et -9 dans les cellules HaCaT et M4Beu traitées. 

Dans les cellules HaCaT, nous constatons que l’expression des ARNm de la caspase-8 ne 

varie pas à 24 et 48 heures. De même, l’analyse de son activité à l’aide du couple substrat / 

inhibiteur spécifique montre qu’elle est très peu active dans les cellules HaCaT traitées, par 

rapport aux cellules témoins. Une très faible augmentation d’activité est observée dans ces 

cellules après 48 heures de traitement avec la plus forte concentration d’acide ursolique. Cette 

activité tardive pourrait être due à un feed-back positif de la caspase-3 sur la caspase-8, afin 

d’accélérer le processus apoptotique. 

Dans les cellules M4Beu, nous constatons que l’expression des ARNm de la caspase-8 ne 

varie pas, ni à 24, ni à 48 heures de traitement. De même, l’analyse de l’activité de la caspase-

8, à l’aide du couple substrat / inhibiteur spécifique montre qu’elle n’est pas active dans les 

cellules M4Beu. 
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Nous pouvons en déduire que la caspase-8 n’est pas impliquée dans l’activation de la caspase-

3. Ainsi, dans nos conditions expérimentales, l’acide ursolique ne semble pas induire 

l’apoptose sur ces deux lignées via la voie extrinsèque ou voie des récepteurs de mort. 

Dans les cellules HaCaT, une augmentation de l’activité de la caspase-9 est observée 

uniquement pour les cellules traitées pendant 48 heures, alors que l’expression des ARNm ne 

varie pas. L’intensité de l’activité de la caspase-9 par rapport à celle de la caspase-8 est plus 

importante. 

Dans les cellules HaCaT traitées, une implication préférentielle de la voie intrinsèque 

mitochondriale dans l’induction de l’apoptose est supposée. Dans les cellules M4Beu traitées, 

hormis à 24 heures, l’acide ursolique induit une augmentation significative de l’expression 

des ARNm de la caspase-9. En ce qui concerne l’activité de la caspase-9, elle augmente aussi 

bien à 24 qu’à 48 heures de traitement, à la plus forte concentration d’acide ursolique. Ces 

résultats suggèrent un effet pro-apoptotique de l’acide ursolique sur la mitochondrie, via 

l’induction de la voie intrinsèque mitochondriale. 

Sur les deux lignées cellulaires HaCaT et M4Beu traitées avec l’acide ursolique, la voie de 

transduction du signal apoptotique impliquée serait la voie intrinsèque mitochondriale. 

 

Nous avons donc, dans un quatrième temps, exploré l’implication de la mitochondrie 

dans l’apoptose induite par l’acide ursolique. 

La mitochondrie joue un rôle central dans les mécanismes apoptotiques (Hengartner, 

2000). La première perturbation cellulaire détectable au cours du processus apoptotique est 

une chute du potentiel transmembranaire mitochondrial. Quand la mitochondrie subit certains 

stimuli d’aggression, elle réagit par une chute du potentiel membranaire ; ce dernier 

s’accompagne du relargage de molécules confinées dans l’espace intermembranaire 

mitochondrial, comme APAF-1, la pro-caspase-9, mais aussi l’AIF (Apoptosis Inducing 

Factor) et le cytochrome c. Ces molécules sont relarguées par des pores mitochondriaux dont 

l’ouverture est régulée par les membres de la famille Bcl-2 (Gross et al., 1999), dont les plus 

étudiés sont Bax, proto-oncogène pro-apoptotique, et Bcl-2, molécule anti-apoptotique 

(Borner, 2003). Bax et Bcl-2 régulent l’ouverture des pores modifiant la perméabilité 

membranaire mitochondriale (Ravagnan et al., 2002). Bax serait responsable de l’ouverture 

des pores mitochondriaux entraînant la chute du potentiel transmembranaire mitochondrial 

(Borner, 2003). Par contre, Bcl-2 assurerait le bon fonctionnement de la fermeture des pores 

et empêcherait le relargage du cytochrome c, favorisant la survie cellulaire. La protéine Bcl-2 

permettrait la séquestration de la pro-caspase-9 et donc l’inactivation de la caspase-9, ce qui 
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pourrait inhiber l’activation des caspases (Susin et al., 1996 ; Tsujimoto, 2003). Le 

cytochrome c est libéré de la mitochondrie pour se lier à APAF-1 dans le cytosol et permettre 

l’activation de la caspase-9. L’AIF, une fois libérée, migre dans le noyau de la cellule en 

apoptose où elle induit une fragmentation de l’ADN en fragment de hauts poids moléculaires 

(Susin et al., 1999a ; Susin et al., 1999b). Elle agirait par liaison directe avec l’ADN (Ye et 

al., 2002). En revanche, l’ordre de relargage de ces deux molécules varie en fonction du 

stimulus et du type cellulaire (Candé et al., 2002a ; Candé et al., 2002b). La mitochondrie, 

délimitée par une double membrane, est le théâtre d’échanges d’ions, de protéines et de 

solutés. L’isolement relatif de la mitochondrie lui permet de maintenir, au niveau de sa 

membrane interne, un potentiel électrochimique élevé qui est nécessaire à ses fonctions 

métaboliques. Des modifications majeures de la perméabilité mitochondriale semblent 

déterminantes dans le déclenchement de la mort cellulaire programmée (Kroemer & Reed, 

2000). En effet, au cours de l’apoptose, la mitochondrie subit des modifications de la 

perméabilité de ses deux membranes, ces modifications se produisent bien avant l’activation 

des caspases (Green & Kroemer, 1998). La dissipation du potentiel de la membrane interne 

mitochondriale est un événement précoce de l’apoptose (Vayssière et al., 1994 ; Zamzami et 

al., 1996). 

Pour mettre en évidence cette chute, nous avons effectué, à l’aide du fluorochrome 

JC-1, une étude in situ de l’état du potentiel transmembranaire mitochondrial. Puis nous avons 

effectué un double marquage à l’aide de deux fluorochromes TOTO-3 et JC-1, suivi d’une 

analyse par CMF sur cellules en suspension (Zuliani et al., 2003). Le marquage in situ a été 

réalisé afin de visualiser de manière qualitative la chute du potentiel transmembranaire. Après 

24 et 48 heures d’incubation, les cellules témoins des deux lignées présentent toutes une 

fluorescence orange, ce qui indique que les cellules sont vivantes, non apoptotiques, et 

posséde un haut potentiel mitochondrial. Pour les mêmes temps d’incubation, les cellules 

HaCaT et M4Beu traitées présentent une hétérogénéité intra-cellulaire entre les fluorescences 

orange et verte, ce qui traduit une évolution du potentiel mitochondrial dans une même 

cellule. Le nombre de cellules qui fluoresce dans le vert augmente très significativement en 

fonction de la concentration en acide ursolique et de la durée du traitement quelles ques soient 

les cellules étudiées. L’acide ursolique induit une chute du potentiel transmembranaire 

mitochondrial dans les cellules HaCaT et M4Beu. 

Nous avons ensuite effectué une analyse du potentiel transmembranaire 

mitochondrial par double marquage (TOTO-3 / JC-1) suivie d’une analyse par CMF. 

Contrairement à l’étude in situ, cette analyse est quantitative, elle s’effectue sur des cellules 
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mises en suspension. L’analyse par CMF des cellules de la lignée HaCaT présente un taux 

peu élevé de cellules à bas potentiel, quels ques soient le temps de traitement et la 

concentration d’acide ursolique. Ces résultats ne confirment pas ceux observés lors du 

marquage in situ. Nous pouvons supposer que ces cellules réagissent différemment selon 

qu’elles sont adhérées au support (marquage in situ) ou en suspension (marquage en CMF au 

TOTO-3). En revanche, l’analyse du potentiel mitochondrial dans les cellules M4Beu 

présente un taux de cellules à bas potentiel qui augmente significativement de manière dose et 

temps dépendants (de 7 à 80% à 24 h et de 7 à 14% à 48 h). A 48 heures pour les plus fortes 

concentrations, la chute du potentiel est moins importante, car les cellules en apoptose ne sont 

plus vivantes et se retrouvent donc dans la population de cellules mortes. La cytolyse in vitro 

entraîne une perte d’intégrité membranaire qui favorise l’augmentation du taux de cellules 

mortes à 48 heures. Le nombre de cellules traitées ayant subi une chute du potentiel 

mitochondrial est considérable après traitement par l’acide ursolique et indique que le 

processus apoptotique est déclenché dans les cellules M4Beu. 

L’analyse par CMF nous a aussi permis de déterminer le pourcentage de cellules HaCaT et 

M4Beu en apoptose après traitement. Le taux de cellules ayant subi une chute du potentiel est 

déterminé par rapport à la population vivante alors que le taux d’apoptose se mesure par 

rapport à la population totale. Dans la lignée HaCaT, le taux de cellules en apoptose ne 

dépasse pas 13% quels ques soient le temps de traitement et la concentration d’acide 

ursolique. Pour les cellules M4Beu, le taux d’apoptose augmente significativement avec le 

temps de traitement et la concentration d’acide ursolique. Il est de 40% à 24 heures mais 

chute à 8% à 48 heures pour les plus fortes concentrations d’acide ursolique. Cependant, pour 

les plus faibles concentrations d’acide ursolique, le taux d’apoptose avoisine les 21% à 48 

heures. La diminution observée à 48 heures est due à la perte d’intégrité membranaire des 

cellules et à l’apparition d’une nécrose tardive, puisque la population de cellules mortes 

augmente de 50% à 63% pour 10 et 20 µM d’acide ursolique, respectivement. 

Nous avons décrit une chute de potentiel pour les cellules M4Beu traitées par l’acide 

ursolique. Les cellules HaCaT, quant à elles, ne présentent qu’une légère chute de potentiel, 

peu significative après traitement. Ces résultats nous permettent de conclure que la 

mitochondrie semble impliquée dans le processus apoptotique des cellules M4Beu. En 

revanche, dans les cellules HaCaT traitées, la voie intrinsèque semble très peu activée. 

Après la chute du potentiel transmembranaire mitochondrial, la mitochondrie libère 

des protéines apoptogènes inductrices d’apoptose, comme le cytochrome c et l’AIF (Loeffler 

& Kroemer, 2000 ; Loeffler et al., 2001). Nous avons étudié par immunocytochimie la 
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localisation sub-cellulaire du cytochrome c dans les deux lignées. Nous révélons la présence 

du cytochrome c dans le cytoplasme après traitement par l’acide ursolique ; de plus, 

l’intensité de fluorescence augmente avec le temps de traitement et la concentration d’acide 

ursolique. A 48 heures de traitement et à la concentration de 20 µM, l’acide ursolique induit 

une libération du cytochrome c par la mitochondrie dans les cellules HaCaT et M4Beu 

traitées. Dans les deux lignées étudiées, nous pouvons supposer qu’une fois libérée, cette 

molécule apoptogène s’associe avec la pro-caspase-9 pour l’activer comme l’on décrit 

Ravagnan et Parone, en 2002. 

Les études concernant les mécanismes de relargage des protéines mitochondriales 

apoptogènes se sont surtout focalisées sur le relargage du cytochrome c (Parone et al., 2002). 

Le mécanisme exact de ce relargage n’est, jusqu’alors, pas encore tout à fait connu mais 

plusieurs hypothèses sont proposées (Borner, 2003). Il est reconnu que les membres de la 

famille de protéines Bcl-2 sont capables de former des canaux dans les membranes 

mitochondriales : ces protéines ont donc été les premiers candidats désignés pour la formation 

de pores dans la membrane externe mitochondriale, afin de permettre la libération du 

cytochrome c (Fridman et al., 1999 ; Gross et al., 1999). Aujourd’hui, il est clairement établi 

qu’à la suite d’un stimulus apoptotique, Bax stimule la sortie du cytochrome c par un pore de 

la mitochondrie (Borner, 2003). Plusieurs études ont montré que la protéine pro-apoptotique 

Bax peut s’insérer dans la membrane mitochondriale et former des pores assez larges pour 

permettre le passage du cytochrome c (Korsmeyer et al., 2000). Nous avons étudié, sur les 

lignées HaCaT et M4Beu traitées par l’acide ursolique, les deux régulateurs majeurs de la 

perméabilisation membranaire mitochondriale, les protéines Bax et Bcl-2 (Kroemer, 2002). 

Nous avons étudié leur expression à différents niveaux par RT-PCR, Western Blot et 

immunofluorescence par marquage indirect. 

Nous avons montré dans la lignée HaCaT, que le traitement par l’acide ursolique diminue 

l’expression des ARNm de Bax, alors que l’expression des ARNm de Bcl-2 ne varie pas. Ce 

triterpène n’induit pas de variation de l’expression protéique de Bax, ni celle de Bcl-2. Quant 

à la technique d’immunocytochimie, elle n’a pas permis de vérifier la présence des deux 

protéines. Cette étude est peu concluante car elle ne permet pas d’impliquer ces deux 

protéines dans la libération du cytochrome c. Nous concluons que, dans les cellules HaCaT 

traitées, la voie mitochondriale ne semble pas impliquée pour être la voie de signalisation 

apoptotique. L’acide ursolique ne fait pas varier l’expression de p53, ni celle de Bax et 

n’induit qu’une légère chute de potentiel. Dans les cellules HaCaT, le relargage de la caspase-

9 et du cytochrome c via la mitochondrie se fait certainement par une autre voie. 
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Dans la lignée cancéreuse M4Beu, l’acide ursolique augmente significativement l’expression 

des ARNm de Bax et son expression protéique de manière dose-dépendante. Pour les mêmes 

temps d’incubation et aux mêmes concentrations, l’expression des ARNm de Bcl-2 et son 

expression protéique diminuent significativement de manière dose-dépendante. Le ratio 

montre que la balance entre Bax et Bcl-2 penche en faveur de Bax, donc en faveur de 

l’ouverture des pores mitochondriaux et ainsi de la libération du cytochrome c, comme l’ont 

démontré Gross et coll., en 1999, et Borner, en 2003. Nous confirmons l’effet pro-apoptotique 

de l’acide ursolique. Par immunofluorescence, nous confirmons l’augmentation de 

l’expression de Bax et aucune variation de l’expresssion de Bcl-2 en fonction du temps et des 

concentrations d’acide ursolique. Ces résultats sont en corrélation avec la chute très 

importante du potentiel mitochondrial observé dans les cellules M4Beu. 

Nos résultats montrent que, dans le cas des cellules M4Beu traitées par l’acide ursolique, 

l’expression des protéines p53 et Bax sont augmentées, alors que l’expression de la protéine 

Bcl-2 diminue. Nous avons également montré une chute du potentiel transmembranaire 

mitochondrial suivie du relargage du cytochrome c, ainsi qu’une activation des caspases-9 et -

3. Ceci démontre l’implication de la voie mitochondriale dans ces cellules. L’induction de 

l’apoptose mitochondriale via p53 a été montré par d’autres auteurs. En 2001, Gao et coll. 

déterminent la voie mitochondriale comme voie apoptotique induite par p53 sur des cellules 

de Jurkat ayant subi un stress thermique. En 2002, Yuan et coll. montrent que les cellules 

leucémique M1 subissant une baisse de température, présentent une apoptose induite par p53 

à travers la voie lysosomale-mitochondriale. En revanche, nos résultats sont différents pour 

les cellules HaCaT. Après traitement, l’expression des protéines p53, Bax et Bcl-2 ne varie 

pas. Une très faible chute du potentiel mitochondrial est mis en évidence avec un relargage du 

cytochrome c et une activation des caspases-9 et -3. Ces phénomènes seraient dus à un 

mécanisme ne faisant pas intervenir p53, Bax et Bcl-2. 

Le cytochrome c n’est pas la seule molécule apoptogène qui est libérée par la 

mitochondrie à la suite de la chute du potentiel transmembranaire mitochondrial. Sous 

l’influence de certains stimuli apoptotiques, l’AIF est libérée par la mitochondrie dans le 

cytosol, puis elle transloque dans le noyau des cellules en apoptose et induit les modifications 

morphologiques caractéristiques de l’apoptose, telles qu’une condensation de la chromatine et 

un clivage de l’ADN en fragments de hauts poids moléculaires (Susin et al., 1999a ; 

Ravagnan et al., 2002). La sur-expression de Bcl-2 empêche la redistribution de l’AIF dans 

des lignées cellulaires de mammifères (Susin et al., 1997). L’AIF induit l’apoptose de 

manière indépendante des caspases ; toutefois le mécanisme d’action de l’AIF est encore mal 
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connu, mais sa liaison à l’ADN pourrait, d’une part entraîner un changement conformationnel 

de la chromatine, dont la désorganisation aboutirait à des cassures, et d’autre part augmenter 

sa sensibilité aux nucléases induisant ainsi, via un mécanisme indépendant des caspases, la 

dégradation partielle de la chromatine. L’interaction de l’AIF avec l’ADN est indispensable à 

sa fonction apoptotique (Ye et al., 2002). 

Nous avons étudié par immunocytochimie la localisation de l’AIF dans les cellules HaCaT et 

M4Beu après traitement par l’acide ursolique. Cette technique nous permet de montrer que 

dans les cellules HaCaT, comme dans les cellules M4Beu, l’AIF est présent dans le 

cytoplasme en fonction du temps d’incubation et des concentrations croissantes d’acide 

ursolique. Toutefois, nous n’avons pas observé sa translocation dans le noyau. 

Par Western Blot, nous avons montré une augmentation de l’expression de l’AIF dans les 

deux lignées cellulaires étudiées après 24 et 48 heures de traitement. Mais ces travaux 

méritent d’être approfondis par fractionnement des protéines cellulaires, c’est-à-dire en 

séparant les protéines mitochondriales, de celles du cytoplasme et du noyau, afin de confirmer 

le relargage de l’AIF de la mitochondrie dans le cytoplasme, puis sa translocation dans le 

noyau, après traitement par l’acide ursolique. Ceci est d’autant plus intéressant que depuis 

2002, le rôle de l’AIF est controversé (Arnoult et al., 2002 ; Arnoult et al., 2003). En effet, 

certains auteurs remettent en cause l’action de l’AIF indépendamment de l’activation des 

caspases. La libération de l’AIF et sa translocation vers le noyau pourraient être dues à la 

fixation de la protéine t-Bid à la protéine Bax sur la mitochondrie. La protéine Bid est clivée 

et donc activée par une caspase de la voie extrinsèque (caspase-8) en protéine t-Bid (Sharpe et 

al., 2004). 

Comme t-Bid, d’autres molécules apoptogènes pourraient être étudiées dans notre système 

cellulaire d’induction de l’apoptose. En effet, après avoir étudié Bax, Bcl-2, caspase-9 et 

cytchrome c, il serait intéressant d’étudier aussi APAF-1, car elle serait inactive dans les 

mélanomes métastatiques. Cette inactivation serait due à une méthylation qui empêche la 

formation de l’apoptosome et ainsi l’exécution de la mort cellulaire par apoptose (Soengas et 

al., 2001). La perte d’activité de APAF-1 serait un indicateur de la transformation des 

tumeurs en mélanome (Baldi et al., 2004). Nous ne savons pas si APAF-1 est inactivée dans 

les cellules M4Beu et si l’acide ursolique agit ou pas sur cette protéine. 

 

Cette étude nous a permis d’étudier in vitro et de comparer les effets biologiques de 

l'acide ursolique sur deux lignées de cellules issues de la peau, l'une cancéreuse (les cellules 

M4Beu), l'autre non (les cellules HaCaT). Nous avons démontré l'effet anti-prolifératif de 
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l'acide ursolique sur les deux lignées avec un IC50 identique aux deux temps de traitement 

utilisés dans notre étude. Nos résultats sont en accord avec ceux précédemment obtenus par 

Es-Saady et coll., en 1996, qui ont montré l'effet anti-prolifératif de l'acide ursolique sur deux 

lignées cancéreuses (MCF-7 et B16). L'acide ursolique induit l'arrêt du cycle cellulaire dans 

les cellules HaCaT en phase G1 avec une augmentation de l'expression de la protéine p21. 

Cette biomolécule n’a pas le même effet sur les cellules cancéreuses M4Beu, puisqu'elle 

n'entraîne aucun arrêt du cycle cellulaire et aucune variation de l'expression de p21. En 

revanche, le protéine p53 est active et présente au niveau du noyau des cellules traitées, 

quelque soit le type cellulaire. Toutefois, dans cette étude, p53 pourrait avoir un rôle différent 

en fonction de la lignée. Un pic Sub-G1 apparaît de manière plus importante dans les cellules 

M4Beu que pour les cellules HaCaT. Ces premiers résultats nous incitent à penser que l'acide 

ursolique agit différemment en fonction du type cellulaire considéré. Par l'étude de l'activation 

de la caspase-3, étape ultime et irréversible de l'apoptose dans tous les types cellulaires, nous 

confirmons un effet plus précoce de cette biomolécule dans la lignée M4Beu par rapport à la 

lignée HaCaT. En ce qui concerne l'activation de la caspase-1, elle n'est pas observée dans les 

deux lignées ce qui démontre que l'acide ursolique n’entraîne pas de nécrose et donc pas de 

phénomènes inflammatoires quel que soit le type cellulaire étudié. 

Nos travaux permettent de mettre en évidence des différences dans l'implication des 

voies apoptotiques après traitement par l'acide ursolique. En effet, nous démontrons une forte 

activation de la voie intrinsèque mitochondriale dans les cellules M4Beu. La chute du 

potentiel transmembranaire mitochondrial est très importante et le ratio Bax/Bcl-2 obtenu 

après traitement est en faveur d'un processus pro-apoptotique permettant l'ouverture des pores 

mitochondriaux et donc la libération des molécules apoptogènes comme l'AIF et le 

cytochrome c. Pour les cellules HaCaT, nos résultats sont différents et ne permettent donc pas 

de décrire l’implication de la voie mitochondriale dans l'apoptose induite par l'acide ursolique. 

En effet, il n’y a pas de chute du potentiel transmembranaire et le ratio Bax/Bcl-2 n’est pas en 

faveur d’un processus pro-apoptotique ; toutefois, le relargage du cytochrome c et de l’AIF 

est visible, mais il est sûrement du à d’autres voies apoptotiques que celle étudiée. 

Dans les cellules HaCaT, nous n’avons pas démontré avec certitude l’implication spécifique 

d’une des voies apoptotiques. Nous pourrions ainsi analyser la voie, moins connue, du 

réticulum endoplasmique (RE). Ce dernier intervient dans la rétention du calcium intra-

cellulaire et le maintien de l’homéostasie calcique (Sambrook, 1990) et est responsable du 

stockage du calcium intra-cellulaire en excès (Hajnoczky et al., 2003). Le RE est essentiel à la 

survie de la cellule et toute perturbation de sa fonction induit un relargage de calcium 
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conduisant à l’apoptose (Diaz-Horta et al., 2002). La perte de contrôle du RE sur l’équilibre 

ionique calcique de la cellule, due à un signal apoptotique, via p53, pourrait libérer une 

importante quantité d’ions calcium dans le cytosol. Ce taux élevé de calcium intra-cellulaire 

est un facteur déclencheur du processus apoptotique (Breckenridge et al., 2003 ; Hajnoczky et 

al., 2003). Le calcium libéré pourrait réguler la libération du cytochrome c (Boehning et al., 

2003) et permettre ainsi l’activation de la caspase-9 dans les cellules HaCaT. Le RE séquestre 

la caspase-12 qui est localisée spécifiquement sur la face cytosolique du RE (Nakagawa et al., 

2000a-b). Cette caspase n’intervient pas dans les voies apoptotiques extrinsèques et 

intrinsèques (Oyadomari et al., 2002), mais elle est activée lorsque les cellules sont traitées 

avec des agents capables d'induire un stress du RE comme la tunicamycine par exemple 

(Welihinda et al., 1999). Une augmentation de calcium cytosolique activerait la caspase-12 

(Yoneda et al., 2001). Cette dernière pourrait activer la caspase-9 sans passer par 

ll’intermédiaire de la mitochondrie (Morishima et al., 2002). Aussi, la caspase-12 pourrait 

activer la caspase-3 qui, par un effet feed-back, pourrait activer toutes les autres caspases afin 

d’accélérer le processus apoptotique. A ce moment, l’implication de la mitochondrie dans 

l’apoptose induite par l’acide ursolique sur les cellules HaCaT serait possible et entraînerait la 

libération de nombreuses molécules. Lauthier et coll., en 2000, ont montré que l’acide 

ursolique induit l’apoptose calcium dépendante sur les cellules Daudi. Ces précédents travaux 

dans notre laboratoire nous permettent de penser que l’étude de cette voie serait intéressante. 

Notre travail présente pour la première fois une comparaison des effets de l'acide 

ursolique sur deux types de lignées cellulaires différentes : l’une cancéreuse, l’autre non. 

Nous démontrons une induction de l'apoptose par l'acide ursolique dans deux lignées 

cellulaires de la peau ce qui conforte les travaux de Hollosy et coll. sur les cellules A431, en 

2001. En revanche nous montrons que l'acide ursolique a une action spécifique en fonction du 

type cellulaire. Son action est précoce et plus importante sur les cellules cancéreuses M4Beu 

avec une implication préférentielle de la voie intrinsèque. Alors que dans les cellules HaCaT, 

l'apoptose induite par l’acide ursolique serait, soit plus tardive que dans les cellules M4Beu 

avec l’activation de la même voie apoptotique, soit elle emprunterait une voie apoptotique 

différente autre que la voie mitochondriale mais qui passerait via la mitochondrie. L’apoptose 

tardive pour les cellules HaCaT pourrait peut-être s’expliquer par le fait que l’apoptose est 

précédée par l’arrêt du cycle cellulaire. 

Malgré de nombreuses avancées en ce qui concerne les cancers et/ou l’apoptose, le 

cancer de la peau est loin d’être éradiqué mais la prévention est encore le meilleur des 

traitements. 
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Notre travail s'intéresse à l'effet de l'acide ursolique, triterpène pentacyclique 

d'origine végétal, sur des cellules de la peau. Cette molécule est connue pour ses propriétés 

inhibitrices de la carcinogénèse in vitro, et elle est très utilisée comme principe actif dans des 

produits cosmétiques. Pour autant son rôle exact sur le métabolisme des cellules et ses 

propriétés apoptotiques sont très peu étudiées notamment sur les cellules cancéreuses de la 

peau. 

Nous avons fait évoluer les connaissances sur l'apoptose induite par l'acide ursolique 

dans des lignées cellulaires de la peau. Dans un premier temps, nous avons montré l’effet 

anti-prolifératif de cette molécule et dans un deuxième temps son action au niveau du cycle 

cellulaire. Troisièment, nous avons déterminé un effet pro-apoptotique de ce triterpène et 

recherché la voie d’induction du signal apoptotique. Dans un quatrième temps, l’implication 

de la voie mitochondriale a été déterminée. Enfin, nous avons pu, pour la première fois, 

comparer les effets de cette molécule sur deux lignées cellulaires de la peau. 

Nos résultats démontrent que l’acide ursolique possède des propriétés pro-

apoptotiques différentes selon le type cellulaire. Cette molécule développe des propriétés pro-

apoptotiques plus marquées sur des cellules de lignées malignes telles que les cellules 

M4Beu, issues de mélanome métastasé. Dans ces cellules, l’apoptose induite par l'acide 

ursolique passe par l'activation de la voie mitochondriale intrinsèque. Cette molécule entraîne 

aucun arrêt du cycle cellulaire. A l'inverse sur les cellules non cancéreuses HaCaT, cellules 

immortalisées dérivées de kératinocytes, l’action de l’acide ursolique est aujourd'hui encore 

mal définie. L’acide ursolique provoque un arrêt du cycle cellulaire dans le but de permettre 

aux cellules la réparation de l'ADN endommagé. En revanche, la voie apoptotique impliquée 

dans cette lignée semblerait différente de celle induite dans les M4Beu. 

Notre étude mérite d'être approfondie concernant la lignée cellulaire HaCaT. Afin de 

s’assurer que la voie intrinsèque mitochondriale pourrait être impliquée dans ces cellules mais 

plus précocement, une cinétique de traitement plus large pourrait être réalisée avec des temps 

de traitement inférieurs à 24 heures et compris entre 24 et 48 heures. 

Dans le cas des cellules HaCaT, nous nous demandons comment les molécules apoptogènes 

sont relarguées par la mitochondrie, puisque nous n’avons montré aucune intervention des 

protéines Bax et Bcl-2. Par l’étude de la présence de la protéine Bid tronquée dans les cellules 

HaCaT après traitement, nous pourrions confirmer ou non l’implication de la voie 

extrinsèque. Cette protéine, lorsqu'elle est activée par clivage par une caspase qui peut être la 

caspase-8 de la voie extrinsèque ou la caspase-2, active in fine la voie mitochondriale et la 
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libération des molécules apoptogènes. Nous avons d’autant plus décrit une légère activation 

de la caspase-8 dans les cellules HaCaT par rapport aux M4Beu. 

Enfin par l’étude de l’activité de la caspase-12 à l’aide d’un couple substrat/inhibiteur 

spécifique et l’analyse de la quantité de calcium intra-cellulaire dans les cellules HaCaT 

traitées, nous vérifierons l’implication du réticulum endoplasmique (RE) dans l’apoptose 

induite par l’acide ursolique. Le RE intervient dans la rétention du calcium intra-cellulaire et 

le maintien de l’homéostasie calcique. Il est essentiel à la survie de la cellule et toute 

perturbation de sa fonction induit un relargage de calcium conduisant à l’apoptose. Des 

travaux de notre laboratoire ont démontré que l’acide ursolique induit l’apoptose dans les 

cellules Daudi via une augmentation du calcium intra-cellulaire. 

Nous avons démontré que le rôle de la protéine p53 au cours de l’apoptose induite 

par l’acide ursolique est différent dans les cellules HaCaT et M4Beu. Son rôle est encore mal 

déterminé et mérite d’être approfondi. Est-elle indispensable à l’apoptose dépendante de 

l’acide ursolique ? Pour cela, deux expérimentations devront être réalisées : d’une part, 

bloquer l’expression de p53 dans nos lignées et d’autre part, travailler avec une lignée témoin 

p53 déficiente. 

Nous ne savons pas non plus comment l’acide ursolique agit sur les cellules en 

culture. Agit-il via sa fixation à un récepteur à la surface de la cellule ce qui transduit un 

signal apoptotique intra-cellulaire ? L’acide ursolique pénètre-t-il dans les cellules de manière 

lipophile pour se fixer sur un récepteur intra-cellulaire ou nucléaire ou directement sur 

l’ADN ? L’acide ursolique est-il métabolisé une fois dans le cytosol ? 

 

Les travaux concernant les effets de l’acide ursolique évoluent et de nombreuses 

équipes s’intéressent à cette biomolécule. Nous savons aujourd’hui qu’elle est anti-

proliférative et pro-apoptotique, et son action serait spécifique du type cellulaire. Ces 

propriétés s’élargissent et pourraient faire de cette molécule un excellent agent préventif. 

De nombreux travaux concernant notamment les cancers du sein, les cancers 

digestifs, pulmonaires, de la prostate, les lymphomes ou encore les mélanomes permettent 

maintenant d’affiner la thérapeutique et d'identifier les profils moléculaires définissants les 

risques liés aux cancers. La biologie moléculaire s'étend aussi à l’étude de l’hôte. Ainsi est 

mise en évidence la grande diversité des individus dans leur réponse aux cancérogènes mais 

également aux agents anti-cancéreux. Ceci représente un champ susceptible de déboucher sur 

des applications considérables en matière de prévention et de traitement. 
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A 
Abs : Absorbance 
Ac : Anticorps 
Ac-DEVD-AMC : acetyl-[DEVD]-7-amino-4-methylcoumarin 
Ac-DEVD-CHO : acetyl-[DEVD]-aldéhyde 
Ac-IETD-AMC : acetyl-[IETD]-7-amino-4-methylcoumarin 
Ac-IETD-CHO : acetyl-[IETD]-aldéhyde 
Ac-LEHD-AMC : acetyl-[LEHD]-7-amino-4-methylcoumarin 
Ac-LEHD-CHO : acetyl-[LEHD]-aldéhyde 
Ac-YVAD-AMC : acetyl-[YVAD]-7-amino-4-methylcoumarin 
Ac-YVAD-CHO : acetyl-[YVAD]-aldehyde 
ADN : Acide Désoxyribonucléique 
ADNc : Acide Désoxyribonucléique complémentaire 
ADP : Adénosine Di-Phosphate 
AIF : « Aptoptosis Inducing Factor » 
Akt : « serine/threonine protein kinase » 
AMC : « 7-amino-4-methylcoumarin » 
ANT : « Adenine Nucleotide Translocator » 
AP-1 : « Activator protein-1 », facteur de transcription 
APAF-1 : « Apoptosis Protein Activating Factor » 
Apo2L : « Apo2 Ligand » 
APR : « ATL-derived PMA-responsive peptide » ou NOXA 
ARF : Alternate Reading Frame 
ARN : Acide Ribonucléique 
ARNt : ARN totaux 
ARNm : ARN messager 
ATM-K : « Ataxia Telanglectasia Mutated Kinase » 
ATP : Adénosine Tri-Phosphate 
 
B 
Bad : « Bcl-XL/bcl-2 associated death promoter homolog » 
Bak : « Bcl-2 homologous antagonist/killer » 
Bax : « Bcl-2 associated X protein » 
Bcl-2 : « B cell lymphoma leukemia » 
Bcl-x : « Bcl-2 homolog X protein from avian lymphocyte development » 
Bcl-xL : « longer alternatively spliced form of Bcl-x » 
Bcl-xS : « shorter alternatively spliced form of Bcl-x » 
BET : Bromure d’éthidium 
BH : « Bcl-2 Homology » 
Bid : « BH3 interacting death domain agonist » 
Bik : « Bcl-2 interacting killer » 
Bim : « Bcl-2 interacting mediator of cell death » 
BIR : « Baculovirus IAP Repeat » 
Bmf : « a BH3 only protein » 
BSA : « Bovin Serum Albumin », albumine sérique bovine 
BT : « Blue Trypan », coloration au bleu trypan 
 
C 
C : Cytosine 
C-ter : Extrémité d’une protéine portant la fonction acide (-COOH) 
C. elegans : Caenorhabditis elegans 
CAD : « Caspase-Activated Dnase » 
CAK : « CDK Activating Kinase » 
Calpain : cytosolic calcium-activated neutral cysteine endopeptidase 
cAMP : « cyclic Adnin MonoPhosphate » 
CARD : « Caspase Recruitment Domain » 
Caspase : « Cysteine Aspartate Protease » 
CDK : « Cyclin-Dependant protein Kinase » 
Ced : C. elegans death genes 
Chr : chromosome (p=bras court, q=bras clong) 
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cIAP : « cellular-IAP » 
CIP : « CDK Inhibitor Protein » ? 
CK II : « Casein Kinase II » 
CKI : « CDK Inhibitor » 
COX-2 : « Cyclooxygénase 2 » 
CREB : « CRE-binding protein » 
CRE : « cAMP response element » 
Cyp D : « Cyclophiline D » 
Cyt C : « Cytochrome c » 
 
D 
DD : « Death Domain », domaine de mort 
DED : « Death Effector Domain », domaine effecteur de mort 
DEPC : DiEthylPyroCarbonate 
DEVD : Asparate-Glutamate-Valine-Aspartate 
DFF : « DNA Fragmentation Factor » 
Diablo : « direct IAP binding protein with low pI » 
DICC50 : Dose infectant à 50% les cellules en culture 
DISC : « Death-Inducing-Signaling-Complex » 
D-MEM : « Dulbecco’s modified Eagle’s medium », milieu minimum essentiel Dulbecco’s  
modification de Eagle 
DMSO : Diméthylsulfoxide 
DNA : « Deoxyribonucleic Acid » 
DNA-PK : « DNA Protein Kinase » 
DNase : désoxyribonucléase 
dNTP : désoxynucléotides triphosphates 
dATP : désoxyadénosine triphosphates 
dCTP : désoxycytidine triphosphates 
dGTP : désoxyguanosine triphosphates 
dTTP : désoxythymidine triphosphates 
DR : « Death Receptor » 
DTT : Dithiothreitol 
∆pH : gradient de pH 
∆Ψ : potentiel de membrane 
 
E 
EBV : « Epstein-Barr virus », virus Epstein Barr 
EDTA : « Ethylenediaminetetraacetic acid », Acide éthylène diamine tétra-acétique 
E2F : Facteur de transcription de la protéine rétinoblastome 
ELISA : « Enzyme linked immuno-sorbent assay » 
Endo G : « Endonucléase G » 
 
F 
FADD : « Fas Associated Death Domain protein » 
FasL : « Fas Ligand » 
FITC : Fluorescéine IsoThioCynate 
FITC-VAD-FMK : Fluoresceine IsoThioCynate-(Valine-Alanine-Aspartate)-FluoroMethylKetone 
FLICE : « FADD-like IL-1β-converting enzyme » 
FLIP : « FLICE Inhibitory Protein » 
FMK : « FluoroMethylKetone », fluoro-méthyl cétone 
 
G 
g : unité de gravité 
GADD45 : « Growth-Arrest DNA-Damage » 
Gag : « group-specific antigen » 
 
H 
HBSS : « Hank’s Balanced Salin Salt » 
HCl : Hydrochlorure ou Chlorure d’hydrogène 
HEPES : acide N-[2-hydroxyéthyl]piperazine-N’-[2-éthanesulfonique] 
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HIV : « Human Immunodeficiency Virus », VIH 
HK  : « Hexokinase » 
HLE : « Human Leucocyte Elastase » 
HRP : « horseradish peroxydase » 
Hsp 70 : « Heat Shock Protein » 
HSV : « Herpes Simplex Virus » 
HtrA2 : « High Temperature Requirement protein A2 » ou Omi 
 
I 
IAP : « Inhibitor of Apoptosis Proteins » 
ICAD : « Inhibitor of Caspase-Activated DNase » 
ICE : « IL-1β- Converting Enzyme » 
IETD : Isoleucine-Glutamate-Thréonine-Aspartate 
IFN : Interféron 
I-κB kinase : « Inhibitor of NF-kappaB Kinase » 
IL : interleukine 
IMP : Intermembrane Mitochondrial Protein 
INK4 : « Inhibiteur de CDK4 » 
IRF : « Intensité Relative de fluorescence » 
 
J 
JNK : « c-jun N-terminal kinase » 
 
K 
kb : kilobases ou kpb : Kilo paires de base 
kDa : kilo Dalton 
KIP : « Key Intermediary Protein » ? 
 
L 
LEHD : Leucine-Glutamate-Histidine-Aspartate 
LMM : « Lentigo Maligna Melanoma » 
 
M 
mA : milliampère 
MAPK : « Mitogen-Activated Protein Kinase » 
Mcl-1 : ML-1 human myeloid leukemia cell line 
MCP : Mort Cellulaire Programmée 
MDM2 : « Murine Double Minute 2 » ou HDM2 : « Human Double Minute 2 » 
ME : Membrane Externe » 
MEM Eagle’s : Eagle’s Minimum Essential Medium 25 mM Hepes 
MGG : May-Grünwalg Giemsa 
MI : Membrane Interne » 
MMP : « Mitochondrial Membrane Permeability » 
MMPs : « Matrice MetalloProteinase » 
MTT : 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl tétrazolium bromide 
 
N 
N-ter : Extrémité d’une protéine portant la fonction amine (NH2-) 
NAD : Nicotinamide Adénine Dinucléotide (forme oxydée) 
NADH : nicotinamide adénine dinucléotide (forme réduite) 
NDGA : « NorDihydroGuaïarétique Acide » 
NES : « Nuclear Export Signal » 
NF-κB : « Nuclear Factor-Kappa B », facteur nucléaire -κB » 
NLS : « Nuclear Localization Signal » 
NM : « Nodular Melanoma » 
NOXA : « BH3-only member of the Bcl-2 family » 
 
O 
Omi: « HtrA2 » 
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P 
PAF : paraformaldéhyde 
PAK-2 : « P21 Activated Kinase-2 » 
PARP : Poly-ADP Ribose-Polymerase 
pb : paires de base 
PBS : « Phosphate Buffer Saline », tampon phosphate salin 
PCAF : « p300/CBP Associated Factor » 
p300/CBP : « CREB Binding Protein » 
PCNA : « Proliferating Cell Nuclear Antigen » 
PCR : « Polymerisation Chain Reaction », Réaction de Polymérisation en Chaîne 
PKC : « Protein Kinase C » 
pNa : p-nitroanilide 
Pol : « Polymerase » 
pRb : « retinoblastoma tumours suppressor protein » 
PTPC : « Pores Transition Permeability Complex » 
PUMA : « P53-Upregulated Modulator of Apoptosis » 
 
R 
RAIDD : « RIPK1 Domain containing Adapter with DD » 
Rb : « Retinoblastoma » 
RE : Réticulum Endoplasmique 
RIP : « Receptor Interacting Protein » 
RIPK : « RIP kinase » 
ROS : « Reactive Oxygen Species » 
RPA : « Replicon Protein A » 
RT : « Reverse Transcription » 
RTase : « Reverse Transcriptase » 
 
S 
SDS : « Sodium-Dodecyl-Sulfatel » 
SDS-PAGE : « Sodium-Dodecyl-Sulfate-Polyacrylamide Gel  Electrophoresis» 
sIMP : soluble Intermembrane Mitochondrial Protein 
Smac : « Second mitochondria-derived activator of caspase » 
SSM : « Superficial Spreading Melanoma » 
SVF : Sérum de Veau Fœtal 
 
T 
T : Thymine 
TAE : « Tris-Acétate-EDTA » 
Tat : « trans activator of transcription », protéine trans-activatrice 
TBP : « Tata Binding Protein-TAFs » 
TBS : Tris-Buffered-Salt 
Tm : Température de fusion 
TFIID : « Transcription Factor II D » 
TFIIH : « Transcription Factor II H » 
TGF : « Transforming Growth Factor » 
TNFα : « Tumor Necrosis Factor alpha » 
TNF-R : « Tumor Necrosis Factor-Receptor » 
TPA : « 12-O-tetradecanoyl-phorbol-13-acetate » 
TRADD : « TNF-Receptor Associated Death Domain protein » 
TRAF-2 : « TNF-R Associated Factor-2 » 
TRAIL : « Tumor necrosis factor-Related Apoptosis-Inducing Ligand » 
Tris : « Tris-HCl » 
TWEAK : « TNF-related weak inducer of apoptosis » 
 
U 
UA : «  Ursolic Acid » Acide ursolique 
URF : Unité Relative de Fluorescence 
UV : Ultraviolet 
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V 
VAD : Valine-Alanine-Aspartate 
VDAC : « Voltage Dependent Anion Channel » 
VHB : Virus de l’Hépatite B  
VHC : Virus de l’Hépatite C 
VIH-1 : « virus de l’immunodéficience humaine de type 1 » 
 
W 
WAF1 : « Wild-type p53-Activated Fragment 1 » 
 
X 
XIAP : « X-linked Inhibitor of Apoptosis Protein » 
 
Y 
YVAD : Tyrosine-Valine-Alanine-Aspartate 
 
Z 
z-VAD-FMK : benzoxycarbonyl-[VAD]-Fluoromethylketon 
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