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Nous avons effectué notre travail de thése au deiiEA 1085 de la Faculté de
Pharmacie de Limoges, équipe intitulée « Biomoksudt cibles cellulaires tumorales -
Prolifération cellulaire et expression enzymatiguéddans ce cadre, nous avons étudié les
effets pro-apoptotiques d’une biomolécule d’origimégétale, I'acide ursolique, sur des
cellules de la peau: les cellules HaCaT dériveekétatinocytes humains et les cellules
M4Beu issues d’'un mélanome humain.

L’acide ursolique est un triterpéne pentacycligwntenu dans certains fruits et
plantes. De nombreux travaux, principalement réalises dix derniéres années, lui attribuent
des propriétés biologiques pléiotropiques : antitdr@enne, anti-fongique, hépatoprotectrice,
anti-inflammatoire, anti-proliférative, anti-tumdea. Depuis plusieurs années, les travaux de
recherche effectués au sein de I'équipe, ont laegeénctontribué a approfondir les
connaissances physico-chimiques et biologiquesadalé ursolique. En particulier, il a été
mis en évidence les propriétés anti-inflammatodescette molécule, propriétés dues a son
potentiel anti-lipoxygénase et anti-cyclooxygénatiea été montré aussi l'effet anti-
prolifératif de l'acide ursolique sur de nombreudemées cellulaires cancéreuses et
notamment sur des cellules murines B16, issues diglanome. Parmi les mécanismes
d’action qui, sur ces lignées cellulaires, entmainee inhibition de la prolifération, il a été
montré entre autre, que I'acide ursolique induiwn@t du cycle cellulaire en phase G1 sur les
cellules B16 et que cette biomolécule induit urigfiro-apoptotique sur des cellules DAUDI,
issues d’'une lignée lymphomateuse.

Bien que possédant des vertus biologiques intéresssal’acide ursolique n'a pas
trouvé sa place dans l'arsenal thérapeutique, dante par un manque de spécificité, mais
aussi par un manque d’efficacité par rapport auxéoubes déja disponibles sur le marché.
C’est ainsi qu’actuellement, I'acide ursolique @#lisé uniquement en cosmeétologie dans des
cremes revitalisante et anti-age, grace a sesiptépipro-collagene et anti-élastase.

Dans la continuité des travaux menés sur I'acidelique au sein de notre laboratoire
et en particulier de son action sur les cellule$,Bhais aussi en tenant compte de son
utilisation en cosmétologie, il nous a paru intsae$ de savoir si, au-dela de ses effets
bénéfiques pour la peau, cette molécule pouvaé @étilisée dans la prévention ou le
développement de nouvelles voies thérapeutiquesate®rs cutanés.

Depuis 50 ans, la fréquence des cancers de la paainomes et mélanomes sont en
constante augmentation chez les populations blandharmi ces cancers, le mélanome
représente en France comme dans la plupart desopaigientaux, un probléme important de

santé publique par sa fréquence, sa létalité, mogrhen cas de prise en charge tardive de la
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lésion initiale. Malgré les différentes mesurespdévention, l'incidence de ce cancer de la
peau fait plus que doubler tous les dix ans. Letetas de risque des cancers cutanés sont
relativement bien connus : exposition solaire isggnlampes a bronzer, préexistense de
naevus, et certains facteurs de prédispositiontggmésont également en cause. La gravité du
pronostic de cancer en cas de découverte tardiveesttification des facteurs de risque sur
lesquels il est possible d’agir convergent fortetnams la nécessité d’'intensifier les mesures
de prévention. Ces mesures doivent concerner Febksedes cancers cutanés, compte tenu de
leurs facteurs de risques commun.

Aussi I'objectif de notre travail de thése a ététddier sur deux lignées cellulaires de
la peau, les effets de I'acide ursolique et lesaniétnes d’actions associés, de fagcon a mieux
appréhender le potentiel de cette molécule damsdeaention ou le traitement des cancers
cutanés. Pour cela, nous avons choisi deux modelesaires de la peau, les cellules HaCaT
et les cellules M4Beu. Les cellules HaCaT sont d@ssude kératinocytes humains
spontanément immortalisésn vitro ces cellules sont considérées comme un modele de
kératinocytes avec toutes les caractéristiques ajquidécoulent, mais du fait de leur
immortalisation elles sont quelquefois considégaement comme un modele pour étudier
les cancers épidermiques. En ce qui concerne lislese M4Beu, ce sont des cellules
cancéreuses issues d’'un mélanome humain.

Dans notre étude expérimentale, nous avons étugiéessivement sur ces deux lignées
cellulaires l'effet anti-prolifératif de I'acide solique, son action au niveau du cycle
cellulaire, et son effet pro-apoptotique. L'apogtogst définie comme une mort
génétiquement programmée des cellules: elle imtervaussi bien en conditions
physiologiques, lors de I'élimination de cellulagsrflues ou dangereuses pour I'organisme,
que dans le développement de certaines pathologieie peut étre selon le cas, en excés ou
en déficit. Lors du processus apoptotique induitlizeide ursolique, nous avons recherché
les différents marqueurs biochimiques associés gramessus. Nous avons également étudié
les différentes voies de transduction du signapagi@ue induit par cette molécule.
Préalablement a I'étude expérimentale, nous avaihsiie étude bibliographique sur I'acide

ursolique, la peau et les cancers associes, le cgtlulaire ainsi que I'apoptose.
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CHAPITRE | : L’Acide Ursolique
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|. Historique

L’'acide ursolique est un triterpéne pentacycligeselé pour la premiére fois par
Trommsdorff a partir des feuilles A¥ctostaphylos uva ursiil appelle cette molécule urson
(Gintl, 1893).

En 1893, Gintl en donne la formule brute;dd4g03) et un point de fusion compris
entre 263 et 266°C.

En 1910, Power et Moore lisolent de nouveau aimpaes feuilles dePrunus
serotina et déterminent un nouveau point de fusion compngee275 et 277°C; ils
I'appellent prunol, pensant avoir isolé un isomded’urson.

En 1923, Sando l'isole a partir d’épluchures de pa® et détermine un autre point
de fusion compris entre 284 et 285°C ; il I'appei@lol. Il s’agit toujours de la méme
molécule, I'acide ursolique, dont le point de fusést compris entre 285 et 288°C.

En 1945, Ruzicka et coll. déterminent la strucplesme de I'acide ursolique (Figure 1).

En 1992, Simon et colbnt établi la structure cristallographique derierpene.
CHy
HsC

CHs COOH

HO
HaC CHs

Figure 1 : Formule développée de I'acide ursolique.

ll. Distribution dans le regne végétal

L’acide ursolique est largement distribué dansime végeétal. Il est présent dans de
nombreuses familles de plantes: Sapotacées (Getptl, 1969), Ericacées, Oléacées,
Labiées et Caprifoliacées (Pellecetmal, 1970 ; Susplugast al, 1970), Rosacées (Trumbull
et al, 1976), Euphorbiacées (Faeigal, 1985).

Parmi les principales plantes européennes quieamnt de I'acide ursolique et qui

sont utilisées en médecine traditionnelle, nous/pos citer :
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- la busserole Arctostaphylos uva-urkireconnue pour ses propriétés diurétique,
antiseptique, anti-putride. Cette plante est égalgmtilisée pour ses propriétés astringentes
intestinales ainsi que contre certaines infectiantsamment des voies urinaires.

- le thym Thymus vulgarisaux vertus antiseptiques, utilisé comme expentoga
spasmolytique bronchique, est aussi préconisé dtessétats inflammatoires des voies
respiratoires supérieures.

- le lierre terrestreGlechoma hederacg¢aux vertus pectorales, utilisé dans des cas
de bronchites chroniques comme expectorant.

- le romarin Rosmarinus officinalijsefficace dans le traitement de gastralgies, des
dyspepsies et de I'eczéma. Il facilite aussi lattisation

- la bruyere communeCgalluna vulgari3 aux propriétés diurétique et antiseptique,
est aussi préconisée contre l'insuffisance cardiakps rhumatismes et la goutte.

- la sauge Ralvia officinali3, utilisée contre la diarrhée, la dysenterie. Plbssede
des propriétés anti-inflammatoires, mais aussiveesis antiseptique et cicatrisante contre les
infections touchant la sphére buccale, la gorgeptaimons, la vessie.

- le basilic Ocymum basilicuin utilisé pour des propriétés antispasmodique,
antiseptique intestinal et emménagogue. |l pew &trssi employé comme anti-dépresseur,
hypotenseur, anti-inflammatoire, analgésique apgrétique.

La plupart de ces plantes, riches en acide ursgligont surtout connues en

médecine traditionnelle de facon empirique, pourdevertus thérapeutiques.
l1l. Principaux effets biologiques
Les travaux effectués jusqu’a ce jour sur I'acideolique font apparaitre des effets
biologiques pléiotropiques : anti-bactérien, aatigique, anti-viral, hépatoprotecteur, anti-
inflammatoire, anti-tumoral, anti-prolifératif etqggapoptotique.
lll.1. Effet anti-bactérien et anti-fongique
L’équipe de Kowaleski, en 1976, montre que l'aaidsolique empéche la croissance

bactérienne de plusieurs souches de Staphylocoques.
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En 1987, Zaletova et coll. montrent qu’un traiteingar I'acide ursolique inhibe la
croissance d’'un cham pignon de tyerosporum lenosurat de levures du genzandida.

En 1989, Isobe et coll. montrent que l'acide urpadi extrait deLeucoseptrum
stellipillum a une activité anti-bactérienne corfhteeptococcus mutans

En 1995, Sattar et coll. rapportent que l'acideoligsie contenu dans les plantes de
la famille ded.amiaceaea une activité anti-bactérienne mais aussi uneitgcanti-fongique.

En 2001, Chattopadhyay et coll. confirment I'efieti-bactérien de I'acide ursolique
contre plusieurs espéces de Staphylocoqusaphylococcus aureus, Staphylococcus
saprophyticusmais aussi contre d’'autres bactéri€&reptococcus faecalis, Escherichia coli,
Proteus mirabilis ainsi que son effet anti-fongique contfBrichophyton rubrum,
Trichophyton mentagrophytesMicrosporum gypseum

En 2003, Chandramet coll. montrent que 'acide ursolique extrait\déex negundo
L., plante de la famille degerbenaceaa un effetanti-bactérien contr8acillus subtiliset
Escherichiacoli.

[11.2. Effet anti-viral

L’acide ursolique extrait du lierre terresti®lechoma hederaceae,lest capable
d’inhiber, in vitro, I'activation du virus Epstein-Barr induit par [E2-O-tetradecanoyl-
phorbol-13-acetate (TPA) dans des cultures de lesllRaji (lymphomes de Burkitt). Son
activité est comparable a celle de deux anti-tumoraconnus : I'acide rétinoique et I'acide
glycyrrhétiniqgue (Ohigashiet al, 1986). Ces travaux ont été confirmés en 2002, pa
Taniguchi et coll., et en 2004 par Banno et colls @uteurs ont montré que l'acide ursolique,
extrait respectivement a partir du Néflier du jap@&miobotrya japonicd et de la périlla
pourpre ou verte appelée aussi sésame sauRegld frutescens ).a un effet inhibiteur sur
I'activation du virus Epstein-Barr induit par le ABur des cellules de Raiji.

L’acide ursolique posséde une activité inhibitrste la protéase du VIH-1 (virus de
'immunodéficience humaine de type 1) (Bual, 1992 ; Maet al, 1999 ; Minet al, 1999 ;
Baglin et al, 2003), en empéchant sa dimérisation (Qeéra., 1992). Ainsi, cette protéase
ne peut plus cliver les précurseurs protéiquesuxien protéines matures. Cette inhibition

empéche ainsi la formation de nouveaux virions.
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l11.3. Effet hépatoprotecteur

La cholestase est I'ensemble des manifestatioas &éla diminution ou a l'arrét de
la sécrétion biliaire. L'injection chez le rat dearpcétamol modifie les parameétres
biochimiques hépatiques, en induisant la cholestsane réduction de la viabilité des
hépatocytes ; I'administration d’acide ursoliquetagonise ces effets de maniére dose-
dépendante, traduisant alors une action anti-ctatigse et hépatoprotectrice (Shukiaal.,
1992). L'acide ursolique a un potentiel hépatopriaier contre le paracétamol, mais aussi
contre le tétrachlorure de carbone, I'acétaminophgirie chlorure de cadmium. En effet, sur
des rats, ce triterpéne diminue les lésions cays&eses agents hépatotoxiques (ktual.,
1994 ; Liuet al, 1995).

L'acide ursolique, isolé de I'eucalyptus hybri@calyptus tereticornijsmontrein
vivo une activité hépatoprotectrice dose dépendanteectanthioacétamide, la galactosamine
et I'éthanol, agents qui induisent une hépatottkiohez le rat (Saraswat al, 1996 ;
Saraswagt al, 2000).

[11.4. Effet anti-inflammatoire

Le potentiel anti-inflammatoire de I'acide ursolegest attribué aux activités suivantes :

- Activité anti-oedémateuse

In vivo, sur des oreilles de souris, I'acide ursoliqueidia la formation de I'cedeme
provoqué par un traitement a la carragénine (Kostigd, 1985). De méme, sur la peau de
souris, I'acide ursolique diminue I'oedéme provodadés ce cas par un traitement avec I'ester
de phorbol TPA (Reciet al, 1991 ; Reci@t al, 1995 ; Maneet al, 1997).

En 1990, Hirota et coll. ont supprimé l'inflammatianduite par un autre ester de
phorbol, le 120-hexadecanoyl-16-hydroxyphorbol-13-acetate, pariegipn au préalable
d’acide ursolique sur la peau de rats.

En 2004, Banno et coll. confirment l'effet inhihite de l'acide ursolique sur
I'inflammation induite par le TPA, sur la peau driss.

- Activité anti-allergique :

e anti-histaminique
L’histamine libérée des granules de mastocytesiestes principaux médiateurs de

I'inflammation et de I'allergie.
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Au cours du traitement des mastocytes de rat pda dencanavaline A (activateur
du processus inflammatoire), l'acide ursolique lehide maniere dose-dépendante le
relargage de I'histamine (Tsurugiaal, 1991).

* antif-hexosaminidase

La B-hexosaminidase, enzyme lysosomiale allergisastesteckée dans les mémes
granules des mastocytes que [I'histamine. Lors @etiVation des mastocytes, B
hexosaminidase est libérée de maniére concomiéalitéstamine. Ainsi comme I'histamine,
la B-hexosaminidase est considérée comme un marquedégianulation des mastocytes et
plus généralement du processus inflammatoire etgadjue.In vitro, I'acide ursolique inhibe
de maniére dose-dépendante le relargage dghlexosaminidase des cellules RBL-2H3
(mastocytes de rat) (Ryat al, 2000).

- Activité anti-élastase leucocytaire

L’élastase leucocytaire humaine (HLE) est une emzylysosomiale dont la
libération dans les tissus entraine de nombreusdbologies, telles que emphysémes
pulmonaires ou encore la polyarthrite rhumatoidacide ursolique, évalué sur cette enzyme,
montre une activité anti-élastase et, donc, urt effé-inflammatoire (Yinget al, 1991 ; Liu
et al, 1995 ; Safayhet al, 1997 ; Mitaine-Offeet al., 2002).

- Activité sur le métabolisme de 'acide arachidpra:

Les cyclooxygénases et les lipoxygénases sont degm@s qui oxydent I'acide
arachidonique, respectivement en prostaglandinen deucotrienes, médiateurs impliqués
dans les phénomenes inflammatoires. L'acide urseligst capable d’inhibein vitro
I'activité de ces enzymes dans les cellules leugaes HL60 (Najicet al, 1992).

En 1998, Ringbom et coll. montrent l'effet inhikitede l'acide ursolique sur la
cyclooxygénase 2 (Cox-2), enzyme majeure impliglares I'inflammation et 'apoptose.

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

I'activité inhibitrice spécifique de l'acide ursqlie sur la Cox-2 (Subbaramaigthal., 2000).

[11.5. Effet anti-tumoral

En 1986, Ohigashi et coll. ainsi que Tokuetacoll. démontrenin vitro, dans des
cultures de cellules Raji (lymphomes de BurkitBffet inhibiteur de I'acide ursolique sur des

tumeurs induites par I'ester de phorbol TPA. Casaux montrent une activité efficace de
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I'acide ursoliqgue, comparable a celle de l'acidénmgdque. L’acide ursolique agirait en
bloquant la phase initiale de survenue des tumeurs.

En 1994, Huang et coll. confirment que, sur la spufacide ursolique inhibe le
développement des tumeurs induites par le TPA.

En 1994, Lee et coll. montrent que vitro, I'acide ursolique induit la différenciation
des cellules tératoides de souris (cellules FQ.téetoides sont des tumeurs se développant
au cours de la période embryonnaire. Dans les tondinormales de culture, les cellules F9
présentent une différenciation spontanée trés lehtede ce fait ces cellules sont utilisées
comme modele de différenciation tumorale. L'acidsolique induirait la différenciation de
ces cellules en régulant I'expression de génesimaraction avec des récepteurs aux
glucocorticoides (membranaires et nucléaires) @iex, 1994).

En 1996 et 1998, Cha et coll. montrent que l'acidmlique empéche l'invasion des
cellules tumorales HT1080 de la lignée humaine ieogarcomes métastatiques par
inhibition des métalloprotéinases de la matrice (REY] et en particulier de la
métalloprotéinase-9. Cette derniere dégrade paaggi protéolytique les composants de la
matrice extra-cellulaire, des protéines d’adhéreeceales récepteurs membranaires. Cette

dégradation de la matrice favorise ainsi le pracegsvasif des tumeurs.

l11.6. Effet anti-prolifératif

En 1976, Trumbull et coll. montrent Il'activité aiptioliférative d'un extrait
chloroformique contenant de I'acide ursolique. @ener s’est averé posseéder une activité
inhibitrice sur des cellules leucémiques P-388.

Depuis, l'activité anti-proliférative de ce triténpe est confirmée sur plusieurs
lignées cellulaires cancéreuses telles que lesleglKB de carcinome épithélial (Fogb al.,
1985), les cellules leucémiques HL60 (Mildral., 1990), les cellules HT1080 métastatiques
humaines d'un fibrosarcome (Chet al, 1996), les cellules A431 responsables d'un
carcinome épidermique (Hollo®t al, 2000), les cellules cancéreuses HCT-15 et HT29
colon (Liet al, 2002 ; Anderssoat al, 2003).
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[11.7. Effet pro-apoptotique

De nombreuses études démontrent que I'acide umsolimduit la mort cellulaire par
apoptose, sur différentes lignées cellulaires aauses humaines.

En 1997, Baek et coll. ainsi que Huang et coll1889, montrent que I'acide ursolique
induit I'apoptose sur les cellules leucémiques hoesg HL60, par une augmentation du
niveau calcique intracellulaire et une fragmentatie 'TADN génomique.

In vitro, le traitement de cellules épithéliales mamman@snales de rat par I'acide
ursolique entraine un arrét du cycle cellulairege umduction de Il'apoptose et une
différenciation morphologique (Paét al, 1998).

En 2000, Kim et coll. étudient également I'effebpfotique de I'acide ursolique sur
des cellules cancéreuses HepG2, issues d'un hégsttmne humain. Parmi les
caractéristiques du processus apoptotique induitaEde ursolique, les auteurs montrent la
fragmentation de I’ADN, le relargage du cytochromear la mitochondrie, une inhibition de
la réplication de I'ADN, une réduction du clivagee d’ADN par inhibition de la
topoisomérase | et une activation de la caspape&ine impliquée directement dans la mort
cellulaire par apoptose.

Des travaux sur des cellules prostatiques humama#rent également que I'acide
ursolique induit I'apoptose. Les auteurs mettent émdence, lors de ce processus, la
condensation de la chromatine, la fragmentatiohAd2N et I'activation des caspases-1, -3, -
8, -9. lls mettent également en évidence le clivagetéolytique de protéines cibles
spécifigues comme la PARP (Poly(ADP-ribose) polyesé) impliquée dans la réparation de
I’ADN (Choi BM et al, 2000).

L'acide ursoligue diminue la viabilité des celluled 60 et induit I'apoptose par
fragmentation de I'ADN en «ladder » ; il segmemgenoyau, ce qui est observé sous
fluorescence DAPI (Choi YHt al, 2000). Ces auteurs montrent que la voie de ksgian
de I'activation des protéines kinases A, dépenddrtéadénosine monophosphate cyclique
(CAMP), peut étre affectée par I'acide ursolique.difet, cette molécule induit I'apoptose sur
les cellules HL60 et agit comme inhibiteur sur fieation des protéines kinases A. Toutefois,
apres le traitement de ces cellules par l'acidelgpse, I'addition de cAMP permet de
réactiver les protéines kinases A et d’inhiberdpimse induite par I'acide ursolique.

L’acide ursolique inhibe la prolifération des cédlsi cancéreuses du colon HT-29 et
induit I'apoptose par activation des caspases-Ft-8. Ces effets anti-prolifératif et pro-
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apoptotique pourraient étre dls au fait que l'acigeoligue augmente l'activité de la
sphingomyélinase alkaline intestinale. En effet,ttecederniere est une enzyme
physiologiquement responsable de la digestion gésngomyeélines et qui produit de
multiples signaux régulant la différenciation, laolgération et I'apoptose des cellules
intestinales (Anderssaat al, 2003).

Hollosy et coll. en 2001, décrivent I'acide ursokgcomme étant une molécule pro-
apoptotique sur des lignées cancéreuses de la praaiffet, ces auteurs montrent que I'acide
ursolique inhibe la prolifération cellulaire, aeéle cycle cellulaire en phase G1 et induit
'apoptose sur les cellules A431 provenant d'unciceyrme épidermique humain. Leurs
travaux montrent que I'acide ursolique induit uriidution de la viabilité cellulaire, et

induit une activation protéolytique de la caspask 3naniere dose-dépendante.

V. Travaux effectués au sein du laboratoire

Depuis 1991, les travaux effectués au sein du #bime ont porté plus
particulierement sur I'étude phytochimique de layl@re communeCalluna vulgaris et sur
I'évaluation biologique de I'un de ses constituatigeide ursolique.

Calluna vulgarisest une plante de la famille des Ericacées ;esteconnue depuis
longtemps, en médecine traditionnelle, de manierpique, pour ses vertus diurétiques et
anti-inflammatoires. Afin de donner une base mdkioel aux propriétés anti-inflammatoires
de la plante, il a été entrepris une étude phytoichie a partir d’extraits de cette plante,
préalablement sélectionnés pour leur potentiel Biber les lipoxygénases, enzymes
impliquées dans le processus inflammatoire. Chbhanime, les lipoxygénases oxydent
I'acide arachidonique qui est alors métabolisé,panticulier en leucotrienes, médiateurs
biologiquement actifs dans les phénomenes dedlimfhation et de la prolifération cellulaire
cancéreuse (Samuelsson, 1993).

L’étude réalisée au laboratoire sur un modele plexlfgénases végétales a permis d’isoler et
d’identifier I'acide ursolique comme étant respdiieadu potentiel anti-inflammatoire de
Calluna vulgaris(Simonet al, 1992b).

Ce travail a été complété en utilisant d’autres eheglbiologiques qui mettent en jeu
les lipoxygénases : macrophages murins, plaquétiesaines, cellules leucémiques HL60
différenciées (utilisées comme modéle de granués)yt Sur ces différents modeéles
cellulaires, I'acide ursolique inhibe le métabolesrde I'acide arachidonique (Najet al,
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1992), ce qui confirme le potentiel anti-inflammiedode la molécule. De nombreux travaux
suggerent l'implication des métabolites de I'acideachidonigue dans le processus
inflammatoire, dans la prolifération et la diffécgmtion des cellules cancéreuses et plus
particulierement, ceux issus de la voie des lipéxygges (Snydeat al, 1986 ; Ondreyt al,
1989 ; Milleret al, 1990). C’est ainsi que des inhibiteurs de laad®s lipoxygénases comme
I'acide nordihydroguaiarétique (NDGA) et le BW7556nt également des inhibiteurs de la
prolifération des cellules leucémiques HL60. Palagie avec ces inhibiteurs, il a été évalue
et montré le potentiel de I'acide ursolique a imika prolifération des cellules HL60 (Najid
et al, 1992 ; Simoret al, 1992b).

Ces résultats ont conduit ensuite a évaluer cetiéaule sur d’autres lignées cancéreuses.
C’est ainsi que I'acide ursolique inhibe la praiéton des lignées cellulaires suivantes :

- cellules cancéreuses gastriques humaines (HGHEsl3aadet al, 1994),

- cellules cancéreuses issues d’'une tumeur spantinéa peau de souris (B16) avec
un arrét du cycle cellulaire en phase G1 (Es-Saady, 1996a),

- cellules cancéreuses mammaires (MCF-7) avecréh@u cycle cellulaire en phase
G1 (Es-Saadet al, 1996b),

- cellules Daudi issues d'une lignée lymphomatelsacide ursolique inhibe la
prolifération en induisant le processus apoptotiduoes de ce processus, il a été montré les
caractéristiques morphologiques de I'apoptose : pgrée de I'asymétrie membranaire, une
fragmentation de 'ADN et une augmentation du ecattiintracellulaire (Lauthieet al.,
2000).

Au cours de cette présentation bibliographique 'deide ursolique, nous avons
montré que ce dernier posséde de multiples prégriBiologiques. Ce triterpéne est aussi
utilisé en cosmeétologie, car il possede un potemtiebiteur de I'induction des MMPs (Cha
et al, 1998 ; Leeet al, 2003 ; Shishodiat al, 2003), ce qui pourrait expliquer également le
réle bénéfique de cette molécule dans la préverdiorvieillissement cutané. En 2000 et
2002, Yarosh et coll. et Both et coll. montreimt,vitro, sur un modele de kératinocytes
(cellules NHEK) etjn vivo, sur un échantillon de personnes agées de 4ma$gue l'acide
ursoligue augmente le taux de céramide et la sgattié collagéene.

Cette biomolécule inhibe aussi la prolifération dedlules cancéreuses murines
issues d’'un mélanome. Aussi nous avons étudiéffiets ele I'acide ursolique sur la peau, et
plus précisément sur les cellules HaCaT dérivédddinocytes humains, et sur des cellules

M4Beu issues d’'un mélanome humain.
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CHAPITRE Il : La peau, les tumeurs et

les lignées étudiees
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Responsable de plusieurs milliers de décés chagué&eaen France, le cancer de la
peau est un des cancers les plus redoutable. @sefrée augmente tres fortement avec I'age,
avec la diminution de l'ozone et avec une forte omiion au soleil. Compte tenu de
'augmentation croissante de lI'espérance de vieleef'augmentation de sa fréquence, le
cancer de la peau sera bientdt I'un des problémeswdité publique les plus importants.

Nous présenterons ce chapitre en trois pointss déarirons la peau, les différentes
tumeurs de la peau et enfin nous détaillerons iféérehtes lignées cellulaires utilisées au

cours de notre étude.

l. La peau

La peau est I'organe le plus important en poidvifen 3,5 kg) et en surface (1,80
m?2 chez un adulte de 75 kg). En contact direct &veailieu extérieur, elle est le tissu le plus
étendu car il constitue le revétement du corps lmma peau provient de deux feuillets
embryonnaires différents :
- Il'ectoderme qui donne naissance a I'épiderme etamnexes : follicules pileux,
glandes sébacées, glandes sudorales et ongles ;
- le mésoderme de nature conjonctive, qui est agiloei du derme et de
I'hypoderme.
Ces deux structures s’articulent autour de la joncdermoépidermique qui est

traversée par les annexes.

La peau est donc un organe complexe composé d'Btémeépithéliaux,
mésenchymateux, glandulaires et neurovasculaires’'€st pas une enveloppe inerte et ses
fonctions sont multiples :

- elle aunréle de barriere avec le milieu extéri&lie empéche la pénétration des
micro-organismes, freine I'entrée de produits tars, absorbe les radiations et
limite les pertes d’eau.

- elle possede de nombreux récepteurs sensitifs tetvient dans la vie de
relation : elle est un média qui transmet a I'ofgare les informations provenant
du milieu environnant.

- elle est impliquée dans la régulation thermique lpasécrétion sudorale ; elle

protége du froid et de la chaleur.
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- elle participe a I'immunosurveillance par l'interdigire de nombreuses cellules

et plus particulierement les cellules de Langerhans

La peau est constituée de différentes couches gassées roles bien définis. De
I'extérieur vers l'intérieur, se trouvent I'épideemle derme et I'hnypoderme. La constitution

de ces couches est schématisée sur la Figure 2i)@001).
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Figure 2 : Représentation des différentes couches de la peau

l.1. Description

[.1.1. L’épiderme

L’épiderme, épithélium pavimenteux stratifié kémee, est une couche superficielle,
mince, dont I'épaisseur, estimée en moyenne am@hQvarie selon les régions du corps. En
surface, I'épiderme est formé d’'une couche dite&er En profondeur, se situe une zone de
cellules qui se constituent a partir d'une couckergnative ou se produisent les mitoses
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cellulaires. Trois principales populations de deludifférentes composent I'épiderme : les

kératinocytes, les mélanocytes et les cellules degerhans. Nous présenterons aussi les

cellules de Merkel qui constituent les récepteursehs du toucher.

>

Les kératinocytes (du greckeras « corne ») constituent 80 % des cellules

composant I'épiderme. lls se présentent en quaitehes superposées marquant leur

evolution morphologique (kératinisation) de la rdeur a la surface :

K/
£ %4

stratum germinatun{ou basale) : cette couche unique de cellulesqoasi
reposent sur la membrane basale ; ce sont lessseellales qui se multiplient
pour donner naissance a celles qui occupent lesheswsupérieures.

stratum spinosungou corps muqueux de Malpighi, du nom de l'anasteni
italien du XVII°™® siécle) : cette couche comprend quatre a huitéemgle
cellules superposées ayant des caracteres diéamtcelles dustratum
germinatum A l'origine cubique, ces cellules s’aplatissenigressivement en
remontant vers la surface. On note dans cette eouahformation de
groupements de tono-filaments assemblés en trawsgeaialleles a la surface
(ils sont les précurseurs de la kératine fibrensa} aussi I'existence d’épines,
c’est-a-dire de courts prolongements cellulairesnémt avec les desmosomes
des « ponts inter-cellulaires ».

Ces groupements de tono-filaments et ces « potaiséelliulaires » assurent la
cohésion entre les cellules et apportent la régista la couche cornée.
stratum granulosum cette couche se présente en trois ou quatreestoe
cellules compactées présentant a l'observation asdopique un aspect
différent. Lestratum granulosunest caractérisé par un tassement des cellules
dont le noyau commence a dégénerer et les organdeparaitre. Il est a noter
également une abondance des grains de kératohgalimefort réseau de tono-
filaments.

stratum corneum(ou couche cornée) : cette couche présente uniesépa
variable selon la région du corps ; I'épaisseurimale se situe au niveau de la
plante du pied ou de la paume des mains (2 mmamyjyialors qu’au niveau
des paupieres, I'épaisseur est infime (de l'ordre @06 mm). La
transformation des kératinocytes se poursuit jusgun aplatissement complet
de la cellule, mais aussi jusqu'a la disparitiotal® de son noyau et des

organites. Seules restent dans le cytoplasme loles file kératine.
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Cette couche superficielle est elle-méme subdivieée trois zones qui
marquent chaque degré d’évolution :

- le stratum lucidumfine bande claire située a la base ;

- le stratum compactupau milieu ;

- le stratum disjunctupzone de desquamation, en surface.
La couche cornée est principalement constituéeédatike (protéine fibreuse
riche en acides aminés soufrés - cystéine). Ce asénemplit les cellules qui
durcissent et remontent vers la surface, en formaatcouche dure : la couche
cornée. La kératine joue un role protecteur tréisaefe, véritable bouclier a la
surface de la peau. La zone superficielle desquaahgrellement, entrainant
avec elle I'élimination des microbes et des cotpangers.
La durée moyenne de transformation des cellulda deuche basale jusqu’a la
couche cornée desquamante est évaluée a 21-28 pturgarie selon les
conditions physiopathologiques.

»  Les mélanocytes(du grecmelas« noir », etkutos « cellule »), représentent
environ 16 % des cellules de I'épiderme, et sanési aussi sur la membrane basale, dans
le stratum germinatumCes cellules sont peu nombreuses, comparéeséaatinocytes au
milieu desquels elles s’intercalent, puisque Igpaapest d’environ 1200 mélanocytes par
mm2 de surface cutanée pour®I1Kératinocytes. De forme étoilée, les mélanocytes
présentent des prolongements (d’ou leur nom dalesltendritiques) qui s’insinuent entre
les kératinocytes voisins.

Les mélanocytes contiennent dans leur cytoplasmeayens de mélanine assemblés sous
forme de mélanosomes. Produit par le mélanocyt@glanine est un pigment responsable
de la couleur de la peau apres s’étre disperséldgmderme. Cette dispersion se fait par
le transfert et la phagocytose des mélanosomedepakératinocytes au cours de leur
évolution, de I'assise germinative vers les couchggrieures de I'épiderme.

Le nombre de mélanocytes varie selon les régioteéas chez un méme individu. Ainsi
leur densité est de 2000/mm2 pour la peau de B dace 1000/mm?2 pour celle du corps.
En revanche, leur nombre est sensiblement identigus toutes les populations humaines
(caucasiennes, négroides et mongoloides). La eliffér de couleur entre les races
s’explique principalement par la qualité de pigmeque ces cellules produisent. La

couleur noire est apportée par I'eumélanine. Lesantes plus claires résultent de la

30



combinaison a ce pigment de base, dans des prop®nariables, de phaeomélanine et
chez les sujets roux d’érythromélanine.

Outre cette différence qualitative, il est a signajue les mélanosomes sont plus larges
chez les populations noires et qu’ils se répamisdans toutes les couches de I'épiderme
jusqu’'a la zone de desquamation. Au contraire, clesz populations blanches, les

mélanosomes se répartissent uniguement dans leBeoinférieures de I'épiderme.

»  Les cellules de Langerhangdu nom du médecin allemand Paul Langerhans
qui les découvrit en 1868) sont aussi des celldégslritiques et représentent environ 4 %
des cellules de I'épiderme (500 a 1000 par mm3iuéss dans Istratum spinosunet
placées cote a cote, elles forment une « premigme b de défense capable de capter des
particules étrangeres, y compris des micro-orgagssmui auraient franchi les barriéres
cutanées. Ces cellules de Langerhans sont aussmeén®ire du systeme de défense
immunitaire puisqu’elles transmettent, aprés umg ltvajet a travers I'épiderme et le derme,
les caractéristiques de l'agresseur aux lymphogcythargés de défendre l'organisme

attaqué. Ces derniers vont alors aller protégsitéecutané agresse.

» Les cellules de Merkel (doivent leur nom a Friedrich Merkel, médecin
allemand qui les mit en évidence en 1875). Nomla®ssir les levres et les doigts, elles
sont localisées dans la partie basse de I'épidetewecellules de Merkel, associées a une

terminaison nerveuse, constituent le récepteunéssdu sens du toucher

Il convient de souligner I'absence de vaisseaurigaeau de I'épiderme. Par voie de

conséquence, l'eau et les nutriments nécessairesedlules germinatives et aux couches de

cellules vivantes sont fournis par imbibition atpadu derme, a travers la membrane basale.

lIs peuvent I'étre également par apport externe.

.1.2. Le derme

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

(fibres de collagéne et fibres élastiques), et wa substance fondamentale composée de

protéoglycannes et de glycoprotéines de structuless inter-relations qui existent entre ces

constituants ont conduit a la notion de matricesegellulaire. Les cellules présentes dans le

derme sont les fibroblastes, les histiocytes etmastocytes. Le derme est en outre le support
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des systemes vasculaires et nerveux cutanés tifésedciés ainsi que des annexes qui
interviennent dans la vie de relation et la régoilatie fonctions générales.
La structure du derme n’est pas homogene et I'stingjue 3 niveaux :

- le_derme papillaire le dermeest séparé de I'épiderme par la membrane basale ;

la jonction entre les deux prend I'apparence detagmes russes et dessine ce
gue l'on appelle les « papilles dermiques ». Lemgeipapillaire renferme les
anses capillaires, des fibres élastiques finegallagene jeune, les corpuscules
nerveux de Meissner et quelques cellules sanguines.

- le derme moyemwu réticulaire, encore appelé chorion, est la bewgssentielle de
la peau puisqu’il lui confére sa résistance etdéasticité. Il constitue le « cuir »
des animaux. En effet, il est constitué d’'un tissajonctif dense, des annexes

pilosébacées et des corpuscules nerveux de ldbgeésiu froid.

- le derme profondcontient les glandes sudorales qui, grace a desusa
s’ouvrent vers I'extérieur, et permettent grace aa production de sueur,
d’éliminer les déchets et de protéger I'organisroetie la chaleur. Il contient
aussi les corpuscules nerveux de la sensibilitéopde et de la sensibilité au
chaud. Cette couche est constituée de vaisseaguirarassurant I'alimentation
des cellules. On trouve également des fibroblaasssirant le maintien de la

structure de la peau.

Plus épais que I'épiderme (il mesure de 1 a 4 mm)ns dense, le derme correspond
a l'association de cellules fixes peu nombreusess marticulierement importantes, les
fibroblastes. Ces derniers sont situés dans un lgek substance fondamentale », qu’ils
synthétisent eux-mémes. Cette substance est emestie mucopolysaccharides qui, par leur
hydrophilie, sont capables de retenir 1000 foig lgoids d’eau. Ce caractere explique la

souplesse et la consistance particuliere de la. peau

»  Les cellules du derme

Les mastocytesd’origine médullaire, sont répartis dans touté&me, mais surtout
autour des vaisseaux et des travées conjonctivesinterviennent dans les réactions
immunologiques, dans les phénomeénes inflammatoieesyasodilatation, les altérations
tissulaires et la fibrose.

Les histiocytessont des macropages du tissu conjonctif d’origm&dullaire. lls
interviennent dans la phagocytose, les phénoméimasndnité cellulaire et tumorale, les
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phénomenes d’inflammation et de réparation tisejlanais ils possedent aussi une activité
microbicide et tumoricide.

Les fibroblastesreprésentent majoritairement les cellules du der@e sont des
cellules mésenchymateuses de grandes tailles idrfnes présentant un noyau ovale et un
cytoplasme peu développé. Partie intégrante du tiesjonctif, disséminés dans I'ensemble
de l'organisme, les fibroblastes sont en contast uas avec les autres, soit par leurs
prolongements, soit a travers la substance fondateenans laquelle ils baignent. Les
fibroblastes échangent des informations, se mebiliset se multiplient. Leur principale
fonction est de sécréter divers constituants dedaice extra-cellulaire, comme le collagéne

et I'élastine qui restent liés avec ces cellules.

» Les fibres du derme

Les fibres de collagene et d’élastine incluses dansilieu résultent de I'activité
biosynthétique des fibroblastes. Il est & noter lgueroduction de chacune de ces fibres
évolue en fonction de I'age de l'individu et seerait avec le vieillissement.

- Les fibres de collagéneomposent I'essentiel du derme. Le collagéne

représente plus de 90% du tissu conjonctif dermiqoastitué par des trousseaux de
fibres distribués sur toute la hauteur du derm@rientés de facon variable. Sa synthese
débute dans le fibroblaste ; une fois excrétéepllmgene subit la fibrillogénese sous

l'influence de nombreuses enzymes comme la lysylagg, aussi sécrétée par le
fibroblaste. Les molécules de collagéne subissentassemblage longitudinal par

pontages intra et extracellulaire, qui conduiseninacollagene de moins en moins

soluble, la fibre de collagene. Ces fibres de gellee regroupent treize variétés de
molécules. Organisées en réseau tridimensionnkls ébrment des faisceaux qui

conferent la solidité a I'édifice.

- Les fibres élastigues ou d’élastimaoins nombreuses (ne représentent que 4%

des protéines dermiques) et plus fines, formenttsute la hauteur du derme un
maillage souple qui lui donne son élasticité. Ebemt constituées d'une trame de
microfibrille et d’'une matrice, I'élastine, qui seéépose progressivement sur les
microfibrilles. De part sa structure, I'élastind essponsable de I'élasticité de la fibre
élastique.

A la différence de I'épiderme, le derme contientndenbreux vaisseaux sanguins et

lymphatiques qui assurent sa nutrition. Dans lengeill est & noter la présence de :
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* Nombreuses terminaisons nerveuses sensitives Bbm@spusculaires (corpuscules de
Meissner et de Pacini) ;
e Cellules musculaires lisses (muscles érecteurpaiés ;
» Fibres musculaires striées (muscles peauciers dact qui interviennent dans les
différentes expressions du visage).

Enfin diverses annexes cutanées dérivées de l'@paelongent dans le derme

(follicules pileux, glandes sébacées, glandes $pa@s).

[.1.3. L’hypoderme

L'hypoderme est constitué d’'un tissu conjonctihi&qui prolonge celui du derme ; il
est tres souvent associé en sa partie profondeissu tadipeux. Ce tissu adipeux
hypodermique constitue une réserve capable de estabds graisses et de les libérer en
fonction des besoins de I'organisme ; cela forme éserve énergétique et permet ainsi la
régulation thermique du corps. Les adipocytes,véés des histiocytes et constituant le tissu
adipeux, forment un « molleton » généralement pléseloppé chez la femme que chez
I’'homme. Son épaisseur est variable : inexistantiaeau des paupieres, plus épais autour de

'abdomen, des fesses ou des cuisses.

|.2. Agression solaire

En contact avec le milieu extérieur, la peau seibipermanence des agressions ; I'un
des effets visibles des attaques de I'environnerasinson vieillissement. La peau dispose de
mécanismes naturels pour se défendre : la mélaileekératine assurent ainsi la protection
de l'organisme contre les ultraviolets. Apparaissdés le deuxieme jour d’exposition, la
mélanine augmente jusqu’aux alentours du vingti@ue donnant a la peau son héale coloré
tout en la protégeant des radiations ultraviolettaskératine assure, quant a elle, le maintien
de I'épiderme et forme une couche protectrice d&ggar variable selon les parties du corps.

Si I'exposition solaire a des effets bénéfiquesr geucorps humain (synthése de
vitamine D, effet calorique et anti-inflammatoigmnélioration de certaines dermatoses), les

conséquences néfastes des surexpositions ne dpa®Btre sous-estimées.
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La peau est un organe spécifique dans la protea®mr’organisme contre les
agressions extérieures, dont la principale estréss engendré par les ultra-violets issus du
spectre solaire.

Le spectre solaire est caractérisé par les radmtmises par le soleil, mélant lumiere visible,
infra-rouge et radiations ultraviolettes (UV). Lariére visible et I'infrarouge constituent 95
% des radiations solaires nous parvenant alordegudgV représentent seulement 5%. Parmi
les UV, on peut distinguer les UVA, les UVB et I@¥C. Seuls les rayonnements les moins
energétiques, comme les UVA et UVB, atteignentudase de la Terre car I'atmosphere
terrestre les filtre de fagon sélective. Les UVQ@tsimtalement absorbés par I'ozone et les
autres gaz composant I'atmosphére. La proportitivVé& et d’'UVB qui traverse les couches
supérieures de I'atmosphere terrestre est égalemeatlée de facon importante en fonction
de la couverture nuageuse. D’'une facon généraleomposante UV des rayonnements
solaires au niveau terrestre se compose de 95 %ATEX 5 % d'UVB. Les vétements
constituent une barriére efficace mais incompléatre les radiations ultraviolettes en
géneral, et les UVA en particulier.

Le taux d’'UVA et d'UVB pénétrant les difféerentesuobes de la peau, comme I'épiderme et
le derme, sont de l'ordre de 40 % et 10 %, respextent (Figure 3). En fonction du lieu
(couche de la peau) et de la dose de rayonnemevits éf/ou UVB, les dommages
occasionneés sur les cellules varient.

En cosmétologie, de nombreuses cremes sont créepponmettre une protection contre les

UV et induire ainsi une prévention du vieilissememtané (Seitet al, 2000).

Taux de pénétration des rayons solaires
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Figure 3 : Taux de pénétration des rayonnements solaires UV
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[l. Les tumeurs

Les rayons ultraviolets traversent la peau et emdagent les cellules en attaquant le
patrimoine génétique de la cellule. Ces attaquestéés au fil des années accélerent le
processus de vieillissement, la sécheresse deda ek lui donne un aspect plissé. Les
conséquences de ces attaques engendrent un riequander. En effet, I'exposition aux
rayons ultraviolets du soleil est responsable d& 8@s cancers de la peau (van Weeleken
al., 1990).

Les cancers de la peau sont des maladies ou lakesalancéreuses se trouvent dans
la couche externe de la peau (épiderme). Ces campeeivent se développer suite a une
exposition au soleil répétée pendant plusieurs es)néais ils peuvent étre d’origine
génétique.

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

distinctes : les carcinomes et les mélanomes.

[1.1. Les carcinomes

Les carcinomes baso- ou spino- cellulairegappelés aussi cancers épithéliaux)
touchent les cellules épithéliales de la peau (Sctaet al, 1981). Ces derniéres constituent
la majeure partie de la peau, de par leur nomblies Eonstituent, en vieillissant et en se
remplissant de kératine, une véritable barriérégotace entre le milieu extérieur et le milieu
intérieur de I'organisme. Ces cellules protégentganisme des facteurs environnementaux.
Quand ces cellules subissent une altération gérétigduite 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 basocellulaireest un cancer de la peau qui se produit sur desszon
exposées au soleil. Les gens avec les teints ¢lairae bronzent pas facilement
sont les plus en danger. En principe, ces canasgscbllulaires résultent d'une
altération d’'une cellule de I'épiderme ; ce type adlule est normalement a
I'origine d’'une lignée de cellules "filles" qui forent I'essentiel de la barriére
cutanée de la peau. Les carcinomes basocellulaoet caractérisés par une
ulcération de la peau sans risque de métastas@e ibe répandent donc pas dans
le corps, et sont par conséquent moins dangereux rfrortels) mais ils doivent
étre soignés immédiatement pour ne pas le deveo@s carcinomes
basocellulaires représentent 80% des cancers depeku. llIs touchent

essentiellement les individus de plus de 40 assmtrarement mortels.

» Le carcinome spinocellulaireest aussi un cancer de la peau qui se développe
souvent sur des zones exposées au soleil. Il pextpandre a d'autres parties du
corps. Ces cancers apparaissent essentiellemerie susage et les mains et
peuvent se propager a I'ensemble de la peau enhilawertels. Plus de 90% des
cas de cancers spinocellulaires peuvent étre gugrisn les détecte tot. lls
représentent 10% des cancers de la peau et s@memr observés chez les
patients de moins de 50 ans. Les carcinomes spineges résultent de
'endommagement d’une cellule déja différenciéekénatinocyte. lls affectent
essentiellement les sujets blonds a peau clapgésentent un risque plus élevé de
conduire dans 20 % des cas a I'apparition de n&ast d0 a un pouvoir invasif

supérieur a celui des carcinomes basocellulaires.

[1.2. Les mélanomes

Le mélanome, qui ressemble a un simple grain deitéeast le plus grave des
cancers cutanés. Un mélanome peut étre bénin (s&Uli2.2) ou malin (mélanome malin
ou mélanoblastome). Les mélanomes malins ne rapsfgecertes que 10% des cancers de la
peau, mais ils sont mortels s'ils ne sont pagsalt'est I'un des cancers les plus agressifs qui

soient, mais le traitement a une phase initialenpéde guérir le patient. Un mélanome malin

37



non traité envahit rapidement la peau et progregses le reste de I'organisme
particulierement le foie, les poumons, les os atdeveau, entrainant la mort du patient en
guelques mois. Le mélanome est une tumeur malignelabpée a partir des mélanocytes. Le
plus souvent, les cellules atteintes par le mélancontinuent a produire de la mélanine ;
c'est pourquoi ce cancer peut apparaitre sous fdem@usieurs taches : marrons, brunes et
noires (Figure 5). Le mélanome peut partir dedritur, ou a coté, d'un grain de beauté ou de
toute autre tache foncée (d'une tache de roussmurexemple). Il tend a se répandre
rapidement. Le mélanome peut devenir rouge, bleblanc et peut produire des crodtes et se
mettre a saigner. Chez les femmes, les mélanonasvsetoppent généralement sur les bras et
les jambes, alors que chez les hommes ils peueedéwelopper sur le dos. Les causes sont
une exposition intense et intermittente aux rayaligviolets du soleil responsables de
bralures, en particulier pendant I'enfance ou lestience. En effet, les coups de soleil répétés
et les facteurs génétiques multiples (photo-typmé&tnomes familiaux, comme le syndrome
du naevus dysplasique ou xeroderma pigmentosunt) responsables de I'apparition des

mélanomes.

Figure 5 : Photographie d’'un mélanome malin cutané

[1.2.1. Epidémiologie

La principale caractéristique du cancer de la pestul’apparition de mélanome
cutané. Il s'agit d'une tumeur maligne de hautevitgradéveloppée, a partir de cellules
mélanocytaires, et dont l'incidence augmente endérat dans tous les pays occidentaux.
Classiquement considéré comme rare, le mélanoniesmoiincidence augmenter dans toutes

les populations a peau claire, hommes et femmegariculier dans les tranches d’age 30-50
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ans (Menegoet al, 1997), plus rarement chez les enfants ou lelescknts. La fréquence du
mélanome, -et avec elle la mortalité dont il espomsable-, augmente plus que celle de tout
autre cancer (Rougdt al, 1988) et de maniéere constante depuis 50 ansinsmence double
tous les 10 ans en France.

Il s’agit de la plus sévere des tumeurs cutanédigmesa fréquentes et de la premiere
cause de déces par cancer cutané en France. Aty le mélanome est un cancer rare,
son incidence en France est de I'ordre de 9 a L@aaux cas pour 100000 habitants par an,
soit environ 4000 a 6000 personnes atteintes darmeer par an. Plus d’un millier en meurent
tous les ans (Tableau 1). Dans tous les cas, I'antation de cette incidence, de 10% par an,
est trés rapide et place le mélanome cutané en détdous les cancers en terme
d’augmentation de fréquence. Cette fréquence vsglen la latitude et la composition
ethnique des populations (pour 100000 habitant4 :e@ Afrique Noire, 0,8 en Asie, 4 en
Europe, 8 aux USA, 40 en Australie) (Meiral, 1987).

Les données épidémiologiques internationales déerutniin gradient d’incidence en
fonction de la position de la population étudiée ppport a I'équateur. Les modeéles de
prédiction épidémiologique actuels permettent despe que, dans les années a venir, une
personne sur 65 née en 2000 dans les pays ocaidet¢arait présenter un mélanome au
cours de sa vie (Thomast al, 1998) et aurait 15 fois plus de risques de afpaEr un
mélanome qu’une personne née en 1970. En Francemeodans la plupart des pays
européens, on estime que les cancers cutanéseapfmds a I'heure actuelle, 15 a 20 % de
tous les cancers mais cette incidence atteint peesk) % dans certains pays comme
I'’Australie ou les Etats-Unis.

Ceci laisse a penser que les cancers de la peaudseenus une preoccupation
majeure en santé publique et le resteront durarai@ées a venir. Effectivement, méme si il
est observé une régression de la mortalité dessatdrmes de cancers cutaneés, tels que les
carcinomes baso- ou spino- cellulaires, dus praleipent & un diagnostic de plus en plus

précoce ; les mélanomes figurent parmi les caresrglus fréquents et les plus dangereux.
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Type e carcer Nomire do nauiea | Namore e dece
Sein 41 845 11 637
Prostate 40 209 10 004
Colon / Rectum 36 257 15973
Poumon 27774 27 164
Levre — Bouche — Pharynx 15 385 5090
Vessie 10771 4 558
Lymphome malin non-Hodgkinien 9908 5243
Reins 8293 3607
Mélanome 7 231 1408
Estomac 7126 5069
Leucémie 6 243 5095
Foie 5976 7 856
Systeme nerveux central 5299 3168
Corps de l'utérus 5064 1 809
(Esophage 4 968 4434
Pancréas 4 887 7181
Ovaires 4 488 3508
Larynx 4 226 2134
Thyroide 3711 431
Myélome multiple et maladies 3587 2254
immuno-prolifératives
Col de l'utérus 3387 1 004
Maladie de Hodgkin 1367 220
Mésotheliome 871 1157
Totaux 278 253 150 045

Tableau 1 :Estimation du nombre de cancers en France pourd@a2000.

(Source : Rapport de la commission d’orientationlswancer.)
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111.2.2. Evolution

Un mélanome peut étre bénin (naevus) ou malin (méke malin ou
mélanoblastome).

La plupart des mélanomes ne semblent pas avoiraeigeur et se développent en
peau saine. Une minorité proviendrait de la dégauénce de naevus bénins pré-existants
(Burget al, 1993 ; Runkle & Zaloznik, 1994) :

- lesnaevus congénitauxde grande taille exposent a un risque de mélardans
plus de la moitié des cas avant I'dge de 10 areux de petite taille ont un potentiel de
dégénérescence mal établi ;

- lesnaevus acquis dysplasiqueapparaissent particulierement dans les familles de
mélanome héréditaire, en sachant que la propod®mmélanome naissant d'un naevus
dysplasique reste mal appréciée.

L'évolution spontanée d'un mélanome est tres Maridans le temps. Certaines
tumeurs progressent rapidement alors que d'autr@siedit sur plusieurs années avec des
régressions et plus rarement des guérisons sp@stabh@volution spontanée habituelle est
marquée par un envahissement local avec extensgsigbe a la peau adjacente ou a distance,
aux ganglions régionaux et apparition de métastdmdstuellement multiples. Tissus mous,
poumons, foie, cerveau sont dans cet ordre letidatians métastatiques les plus fréquentes.
L'atteinte osseuse est plus tardive ; tous les neggasont susceptibles d'étre atteints
secondairement.

La majorité des métastases survient entre 2 esRares le traitement de la tumeur
primitive. Il en existe cependant de tres précateate tres tardives.

Le pronostic d'un mélanome dépend :

- de son épaisseur en millimetre, mesurée partdlbgiste (indice de Breslow), facteur
pronostique essentiel (Tableau 2),

- du niveau d'invasion en profondeur de la tumaive@u de Clark),

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

- de sa localisation : les mélanomes de la tétduetou, des extrémités et des muqueuses
récidivent plus souvent localement que ceux ducteirdes membres,

- du sexe du patient (meilleur pronostic chez harfee),

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

mélanome a extension superficielle, mélanome slamoée de Dubreuilh),
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- de l'extension régionale, stade |: tumeur primaitisolée, stade Il : envahissement
ganglionnaire régional ou métastases en transit,

- de la présence de métastases, autre facteurgtigqume déterminant (stade IlI).

<0,75 mm 96 %
Epaisseur . 5
0,76 2 1,49 mm 87 % Pourcentage de
tumorale .
1,50 a 2,49 75 % survie en 5 ans
Indice de 2,50 a 3,99 mm 66 %
Breslow >4 mm 47 %

Tableau 2 : Corrélation entre l'indice de Breslow et la sur&i® ans
d'apres une série de 15 798 mélanomes au stade |.
Selon Balch & Milton, en 1985.

11.2.3. Différentes sortes de mélanomes malins

Il existe plusieurs formes anatomo-cliniques deamé&mes malins (MM) (Clarlket
al., 1975 ; Runkle & Zaloznik, 1994 ; Reed & Martir®97 ; Poetschbt al, 2003) :

Mélanome a extension superficielle(SSM = superficial spreading melanoma).
Fréquent chez I'adulte jeune (60% des MM) et dedogphie ubiquitaire, il prédomine sur la
jambe chez la femme et sur le dos et le tronc dieEmme. C'est une Iésion plane,
polychrome (avec différentes teintes possibles rrana noir, rose, gris, bleu ...), a contour
régulier, polycyclique et de surface irrégulierefpia un peu kératosique. L'augmentation de
taille réguliere peut s'accompagner de plages dgession blanchatres. Sur le plan
histopathologique, il évolue d'abord en surfacagehhorizontale) pendant 2 ans en moyenne,
puis envahit le derme (phase verticale).

Mélanome nodulaire (ou NM = nodular melanoma) (15 a 20% des MM). Qlgst
tumeur noire, d'emblée, infiltrée. Le caractéreétdoou saignotant signe un stade évolutif plus
avance. Il en existe des formes achromiques deostig difficile. Histologiquement, il s'agit
d'une tumeur a croissance tumorale verticale dé@enfrlsque élevé de métastases précoces) a
prolifération dermique, avec un pronostic grave.

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

Dubreuilh) (5% des MM). Avec une prédominance fémaret assez fréequent chez les sujets
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ageés, il est de meilleur pronostic. Il siege sarrégions photo-exposées c'est-a-dire au niveau
du visage, avec une évolution lente. C'est unenégiane, noire avec des variations de naoir,
de marron foncgé, a limites géographiques irrégegieHistologiquement, il croit en surface
pendant de nombreuses années (phase horizontaleyahissement dermique se marque par
une papule, une plaque infiltrée, un nodule (phestécale) : prolifération des mélanocytes
atypiques au niveau de la couche basale de I'épaldans une peau atrophique et infiltration
quand il y a présence de mélanocytes dans le derme.

Mélanome des extrémitégou ALM = acral lentiginous melanoma) (15 a 209 de
MM). Le mélanome des extrémités (ou acro-lentigieau été individualisé plus récemment
et touche les hommes de 50 - 60 ans. Il siege aumes, aux plantes ou aux extrémités des
doigts. Il peut également toucher primitivemenimatrice unguéale. L'évolution est lente.
Histologiquement, il comporte une évolution horitade puis verticale. L'aspect
anatomopathologique est celui d'un mélanome a sixtersuperficielle ou d'un mélanome

lentigineux.

I1.2.4. Grains de beauté et mélanomes malins

Les personnes a peau claire, aux yeux bleus, ldoodeousses sont parmi les plus
susceptibles de développer un jour un mélanomenautre cancer cutané. En effet ces types
de pathologies sont 15 fois plus fréquents chezplsonnes a peau claire que chez les
individus a peau plus foncée. Bien gu’en génésmaldsions apparaissent le plus souvent dans
le haut du dos et sur le torse des hommes et sujafebes des femmes, elles peuvent

apparaitre partout sur la peau.

11.2.4.1. Apparences d’'un mélanome

La plupart des mélanomes provient d'un grain deutgedout a fait banal en
apparence. Tout le monde ou presque a des grainsaigé a la surface de la peau, seuls ou
en groupe. Il s’agit de petites Iésions bénignes agmtiennent des dizaines de cellules
pigmentées. lls sont normalement de couleur brungeavent étre de taille et de forme
différentes. La couleur brune est due a la mélanire plupart des grains de beauté
apparaissent pendant les 20 premiéres annéesvie lavec le temps, ils changent souvent
lentement, se soulévent et s'éclaircissent. Caertpguvent ne jamais changer ou peuvent

devenir plus foncés, soit apres une exposition @eilsou lors de traitements a base de
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stéroides. lls peuvent étre plats ou en reliekpkat lisse ou plissé, contenir des poils ou non.
lIs varient en couleur, forme et taille. Certaipparaissent a la naissance mais la plupart se
développent plus tard dans la vie (Belaich, 1975).

Il est important de se rappeler que tous les grdmgeauté n'ont pas le méme

aspect :

- ils peuvent étre de la couleur de la peau, oe, fegin clair ou foncé, et méme bleu-noir,

- leur forme peut également varier : ils peuverdg &inds ou ovales, ou de forme irréguliére,
- ils peuvent étre plats ou surrélevés, grandsatitspavec ou sans poils.

Certaines personnes en ont moins de dix sur I'eblgedu corps, d’autres peuvent
en avoir jusqu’a une centaine. Si la majorité desing de beautés ne requiére jamais de
traitements médicaux, ceux dont I'apparence chdongeent étre examinés par un medecin.

Les grains de beauté connus sous le nom de graibsalité atypiques ou grains de
beauté dysplasiques sont plus grands que la moy&masegrains de beauté sont souvent de
couleur inégale et sont souvent héréditaires. Lexsgnnes avec des grains de beauté
atypiques ont plus de chance de développer le m&lariZiegleret al, 1993).

Chaque année, des milliers de ces petites |ésiemsadologiques d’apparence tout a
fait bénigne se révélent étre des mélanomes mdliasnombreux patients consultent trop
tardivement lorsque le cancer a déja envabhit la pegprofondeur.

Un mélanome malin qui n’est pas traité rapidemeogi@sse en profondeur dans la
peau avant de se répandre ou de métastaser dassel@le I'organisme et devenir mortel. Le
taux de guérison a 5 ans est de 100% pour un nmakame 0,75 mm d’épaisseur. Ce taux
tombe toutefois rapidement a 50% dés que la |é&giemt 3 mm.

Les personnes a la peau plus foncée ont aussirdes gle beauté mais en moins
grand nombre que les individus a la peau blanclemt elles encourent moins de risques de
développer un mélanome. En effet, le pigment canttans les peaux noires protége contre

les rayons ultraviolets du soleil.
[1.2.4.2. Détection d’'un mélanome
Les grains de beauté étant situés a la surfaca gedu, il est facile de détecter un

mélanome malin sur I'épiderme. Un grain de beaot& Happarence change peut évoluer en

cancer de la peau sur quelques mois ou quelquégsinn
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Afin de différencier les grains de beautés ordemiet bénins, de ceux qui sont
anormaux, I’American Cancer Society a établi ldeegdphabétique ABCDE suivante (Burg
et al, 1993) :

A = Asymétrie : les deux moitiés du grain de beajtéétaient symétriques sont maintenant
différentes.

B = Bords : les bords du grain de beauté sont dev&réguliers, dentelés, ou flous.

C = Couleur: le grain de beauté a recemment chaegéouleur. Les couleurs les plus
frequemment observées sont différentes (tons maoeige, noir et rouge ou bleuatre).

D = Diametre : le diametre du grain de beauté sé&stmment agrandi.

E = Epaisseur : le grain de beauté, qui étaitplairigine, prend plus ou moins du volume ou

du relief.

lll. Les lignées étudiées

Les deux lignées utilisées comme support a nowdeesont la lignée cellulaire

HaCaT et la lignée cellulaire M4Beu.

lll.1. Lignée HaCaT

Pour étudier les difféerents changements génétigeésjue le stade phénotypique
impliqué dans le processus du cancer de la peaaihaml a été développé un modéte
vitro. Ce modele, appelé lignée HaCaT, résulte de [lintatieation spontanée de
kératinocytes humains. Cette lignée permet d'étuée différents stades de développement
de tumeurs ainsi que la progression des différstatdes de carcinomes de la peau humaine
(Fuseniget al, 1985 ; Fusenigt al, 1991 ; Fusenigt al, 1994 ; Boukamget al, 1994 ;
Boukampet al, 1995).

[11.1.1. Création de la lignée HaCaT : Processus @¢hmortalisation

Cette immortalisation a été réalisée de trois nraridifférentes :
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[11.1.1.1. Immortalisation spontanée par altérations génétiques

L’équipe de Boukamp a démontré en 1988 I'immorsis spontanée des cellules
HaCaT aprés 140 générations (ou divisions celkgyidans un milieu avec une faible
concentration de calcium et une température él¢886°C), engendrant ainsi la perte de
génes de la sénescence. L'émergence spontanée ldmda cellulaire HaCaT dans une
culture, a long terme, de kératinocytes adultepreduit graduellement a travers différents
stades accompagnés par des changements génétigilelesvcomme des altérations
chromosomiques (Boukamet al, 1988 ; Boukampet al., 1997). La perte de genes de
sénescence pourrait étre la cause de I'immortalisates cellules HaCaT. Il a été observé,
dans le cas de ces cellules, une perte de copiebrdmosome 3, aprés une culture a long
terme de 300 générations (Boukarep al, 1997). Plus exactement, le bras court du
chromosome 3 (ou chr 3p) des cellules HaCaT esndbse qui suggéere que ce bras court 3p
abrite un ou plusieurs génes de sénescence etagperte est un événement majeur dans
'immortalisation des cellules de la lignée HaCaflalgré ses variations géenétiques, la lignée
cellulaire HaCaT soutient la balance génomique dintient un phénotype non-

tumorigénique.

[11.1.1.2. Immortalisation via des mutations sur p53 induites par UV

L'immortalisation peut étre également obtenue 8 cellules, apres seulement 2
générations suivies d’une irradiation aux UV (Boukeet al, 1994).

Les mécanismes régulant normalement les réparatiensADN endommagé sont
perturbés ou perdus lors de I'immortalisation. @&xanismes sont attribués a la fonction du
genep53 (Lane, 1992), qui est muté dans un grand nombtardeurs de la peau (Jonasin
al., 1996). Effectivement, I'exposition a la lumierelare engendre des mutations du gene
p53 Ces mutations sont principalement des transitaytssine-thymine (& T), mais aussi
des doubles liaisons thymine-thymine (@CTT) caractéristiques de la formation de dimeres
UV-induite (Nakazawat al.,, 1993).

En accord avec des études épidémiologiques mortidirdment que les UV sont un
des agents carcinogéniques les plus importants ldadsction des tumeurs de la peau, les
cellules HaCaT irradiées aux UV présentent des tiont de p53. Ces mutations ont été
identifiées sur le codon 179 €&T), mais aussi sur les codons 281-282 €TT) (Lehman
et al, 1993) (Figure 6).
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Selon Lehman, en 1993, les mutations sur p53 dkdeseHaCaT sont responsables
de lI'immortalisation. Toutefois, les mutations de géne ne peuvent pas étre les seules
responsables dans le processus d'immortalisatiocedecellules. En effet, la transfection de
mutant de p53 dans des kératinocytes humains meep@as I'induction de cette immortalité,
ni la formation de la lignée HaCaT (Fusenig & Bomlg 1998). En fait, apres irradiation, les
cellules HaCaT, cultivées dans un milieu appaunricalcium et avec une température de
l'ordre de 38,5°C, présentent un nombre croissamt cdssures et de translocations
chromosomiques. Ainsi, une température élevée et faible concentration de calcium
pourrait contribuer a l'augmentation du taux d'atéons génétiques durant le processus
d'immortalisation des cellules HaCaT.

1 42 63 97 10z 292 363 392
N-ter PxxP DInaine centra I C-ter
Codon 179 281 282
A
acides aminés Tyr Asp Trp
A ()
His Asp Arg
_T TT _
Mutations de p53 dans HaCaT ADN
uv
Forme sauvage de p53 —C ccC -
1 42 63 97 10z 292 363 392
N-ter PxxP Domaine centra C-ter

Figure 6 : Mutations du genp53sur les cellules HaCaT irradiées aux UV

[11.1.1.3. Immortalisation via I'inactivation des télomeres

D’autres altérations génétiques et d'autres mépwmssont été proposés pour
expliquer le processus dimmortalisation comme tRkextion de I'enzyme télomérase
(Whitakeret al, 1995). Les cellules subissent au fil de leuxss@ins une perte progressive

de I'ADN des téloméres, a moins que n'intervienme& @wnzyme trés particuliere, la
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télomérase. Cette derniére est capable de compémgeerte de I'ADN télomérique en
reconstituant sa séquence. Les cellules entrapée@scence présentent un raccourcissement
des télomeres de leurs chromosomes ; les cellubappant a cette sénescence ont des
télomeres plus longs. Dans les cellules HaCaT,tiVile de la télomérase est
significativement augmentée des la premiére dimisiellulaire réalisée, ce qui suggére une
contribution de la télomérase dans le processusadirtalisation des cellules HaCaT.

La régulation de la télomérase est corrélée avamalgum. L'augmentation de la
concentration calcique réduit I'activité de la tékrase de maniére dose et temps dépendants
(Bickenbachet al, 1998). Ainsi I'absence du calcium empécheraible de la télomérase au

cours de I'immortalisation.

[11.1.2. Intéréts de la lignée cellulaire HaCaT

L'immortalisation de cette lignée HaCaT apportecartain nombre d’'intéréts :
1. Modele de kératinocytes :

» La protéine p53 sauvage dans les kératinocytestivée a un niveau basal trés faible
du fait de sa courte durée de vie (15-20 minutes)revanche, les protéines p53 mutées
ont freguemment des niveaux cellulaires élevésaduiun allongement de leur demi-vie
(5-10 heures) (Fritschet al, 1993). Ces protéines ont, par conséquent, une fpkte
stabilité, ce qui permet une étude quantitativguatiitative plus précise de cette protéine
p53. Cette stabilité accrue résulterait d’une attén de I'environnement cellulaire plutot
gu’'une résistance a la voie normale de dégradataoiite a une lésion de I'ADN, la
plupart des mutations ponctuelles affectant le g&3augmente la stabilité de la protéine
par modification de sa conformation, et conduitng accumulation de la protéine p53
mutante au sein de la cellule et plus particuliéneindans le noyau.

« Bien gu'immortelles et ayant des altérations gépuéts comme les mutations sur p53, les
cellules de la lignées HaCaT ont largement gardédapacité a reconstituer un épiderme
bien structuré aprés une transplantaiiorvivo (Boukampet al, 1988). De ce fait, les
cellules HaCaT peuvent étre considérée comme mdedtératinocytes.

2. Modéle pour étudier les cancers de la peau :
 Les cellules HaCaT sont considérées comme dérivaeskératinocytes.
Toutefois, étiologiguement, il est émis comme higpee que les cellules HaCaT
pourraient alors étre représentatives du mécanismauction des cancers de la

peau (Boukampt al., 1988).
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En 1998, Fusenig & Boukamp, les « parents » denfamalisation de la lignée
cellulaire HaCaT, en déduisent que cette lignéeetfsttivement un modéle biologique

vitro significatif pour étudier les cancers humains dedau.

l1l.2. Lignée M4Beu

La lignée cellulaire M4Beu est obtenue a partind'métastase ganglionnaire d'un
mélanome humain issu de I'épiderme.

Une large variété de modéle de métastases altdicieet spontanées a été
développée dans des expérimentations animalesm@édsles ont permis de caractériser des
cellules cancéreuses métastasiques et de compriengrecessus métastasique. Ces études
expérimentales de métastases de tumeurs humainestéoen particulier développées par
xénogreffe sur la peau de souris (Deteal, 1987). C’est ainsi qu’une transplantation sous
cutanée d’'un mélanome métastasique humain sur aurés eut engendrer des métastases
sous cutanée, des métastases au niveau du poumes mbdules lymphoides. En 1987, Dore
et coll. ont ainsi établi la lignée M4Beu et ontgitterminer que cette lignée était hétérogéne
car elle contient des cellules pauvrement tumoggéanvitro, et hautemenh vivo.

Les cellules de la lignée M4Beu représentent damenodele de lignée maligne
issues de mélanome métastase (o, 1987). Cette lignée a permis de tester de ncesvell
molécules capables de diminuer [I'activité enzymaiqde [1'O6-alkylguanine-DNA
alkyltransferase (AGT), une protéine a activité cuate. Une de ces molécule, appelée O6-
benzyl-N2-acetylguanosine (BNAG), est un inhibitder’AGT des cellules M4Beu greffées
sur des souris ; elle permet d’augmenter le pouawir-tumoral du N’-[2-chloroethyl]-N-[2-
methylsulfonyl)ethyl]-N’-nitrosurea (CENU ou cystestine) (Cussaet al, 1994a). En effet,

il a été démontré que la CENU, couplée a la BNA@jtaune activité anti-tumorale bien plus
importante que celle de la CENU seule (Custad, 1994b ; Debitort al, 1997).

La lignée M4Beu est un mélanome invasif ; ses ggrasnettant 'acquisition de ce
comportement invasif, ont été isolés. Ces génesestrla fibronectine, la cyclooxygénase 2
(Cox2) et la protéine "H-ras like" (Eleveld-Trancikaet al, 2002).

La lignée cellulaire M4Beu n’a jamais fait I'objdtune étude moléculaire sur le

processus apoptotique ; d’ou I'intérét de I'utifisans notre étude.
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CHAPITRE Il : APOPTOSE
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L’apoptose est une mort cellulaire physiologiquaj g successivement recu les
noms de « mort cellulaire programmée», de « suicielulaire » puis d'«apoptose ». La
notion d’apoptose a été introduite par Kerr, WylteCurrie en 1972, pour décrire une forme
de mort cellulaire difféerente de la nécrose, sdatene connue a cette époque. Le terme
"apoptose" a pour origine un mot grec ancien (« apoachévement et «-ptose » ou chute)
qui évoque la chute des feuilles caduques en awomrinsous-entend ainsi un réle
homéostasique.

L’apoptose est un processus actif d’autodestrualiérienché a la suite de signaux
intra ou extra-cellulaires déclencheurs de mortenu’absence de signaux de survie dans
I'environnement de la cellule (stimuli physiolog&gs). L'apoptose peut également étre
observée dans des situations pathologiques, comdapt a une réaction de défense de
I'organisme. Il se produit alors de profonds remeaments morphologiques et fonctionnels. Ce
processus joue un role déterminant dans le dévetogept et le fonctionnement du systeme
nerveux et du systéeme immunitaire, dans I'homéwstasllulaire et la morphogénése
tissulaire, équilibrant ainsi le nombre de cellud&ésn tissu normal. L’apoptose joue aussi un
réle considérable dans des pathologies telles g@semaladies neurodégénératives, les
infections virales et les cancers.

L’apoptose est un phénoméne hautement régulé ats muguel les enzymes
cataboliques dégradent des molécules essentiellés e cellulaire, aboutissant aux
caractéristiques biochimiques et métaboliques tygsgde la mort cellulaire programmée.
L’expression de nombreux génes apoptotiques vairmdiai destruction d’'une cellule en ne
manquant pas de signaler son suicide aux celldesnes ; I'intégrité tissulaire des cellules
environnantes est ainsi préserveée. L’'apoptosecsitrainsi dans la vie de la cellule au méme

titre que la différenciation ou la division celluka
Depuis 30 ans, une littérature importante a pedaimieux comprendre la séquence

des évenements cellulaires, biochimiques et mogaiiqlies, qui sont a la base des techniques
de détection de I'apoptose.
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|. Différents types de mort cellulaire : nécrose eapoptose

Il existe deux types de mort cellulaire :
- la nécrose ou mort accidentelle de la cellule ;
- 'apoptose ou mort contrélée par la cellule.
L’intensité et la nature du stimulus initial détément souvent le choix entre ces

deux fagcons de mourir.

[.1. Nécrose

La nécrose représente une mort accidentelle etleage la cellule ; cette mort
correspond a une agonie violente et traumatiquéadeellule des que celle-ci subit une
agression extréme par des agents cytotoxiques quesi (UV ou autres radiations),
chimiques (HO,, staurosporine...), ou lorsqu’elle est soumise avdemtions extrémes des
conditions physiologiques (hypoxie, hypothermie U phénoméne passif et «désordonné »
est observé ; il en résulte un clivage de 'ADNrmdaniere aléatoire par des endonucléases
(Donget al, 1997) et une incapacité de la cellule a mainteoin homéostasie. Il se produit
alors une entrée massive d’eau et d’électrolytes ¢ cellule (Bortner & Cidlowski, 1996).
Cette derniere, mais aussi les organites intrde@#s tels que les mitochondries, le réticulum
endoplasmique et le noyau gonflent jusqu'a I'écteet, libérant ainsi le contenu intra-
cellulaire dans le milieu environnant. Cette lili&na des organites et de leur contenu se
propage dans le milieu extra-cellulaire, ce quir@nt un processus nécrotique chez les

cellules environnantes et provoque la réactioramfhatoire.

|.2. Apoptose

Par opposition a la nécrose, I'apoptose est ungssass actif et ordonné qui survient
lors de l'évolution physiologique d'un organismeaim aussi dans certaines situations
pathologiques.

L’'apoptose est caractérisée par des modificatioogphologiques et biochimiques,
trés différentes de celles de la nécrose.

- Parmi les criteres morphologiques, on observe dingnution du volume cellulaire, le

maintien de l'intégrité de la membrane plasmiquedé@but du processus, une relocalisation
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des organites cytoplasmiques, une condensatiom @drbmatine puis la fragmentation du
noyau et du cytoplasme. La cellule se scinde emscapoptotiques, délimités par une
membrane intacte, contenant des organelles, degsnérmts nucléaires et un cytoplasme
condensé.

- Parmi les criteres biochimiques, on observe uhetec du potentiel mitochondrial
transmembranaire Am), une externalisation des résidus phosphatidgisgr de la
membrane plasmique, 'activation de protéases titysou caspases, et la fragmentation de
I’ADN en fragments de haut poids moléculaires oypétts poids moléculaires (clivage entre
les nucléosomes). Des marqueurs de surface, donédalus phosphatidylsérines, permettent
la reconnaissance et la phagocytose des celluleptamues par les macrophages
environnantsn vivo.

L’apoptose résulte aussi d’'un ensemble régulé igdaobns enzymatiques et
d’expression de genes pro- et anti-apoptotiques. d&tivations et ces génes vont induire
l'autodestruction de la cellule, sans Iéser lekilsd environnantes, préservant ainsi l'intégrité
tissulaire, voire celle de I'organisme (Raffal, 1993). Ainsi, au cours de I'apoptose, il n’y a
pas de libération de substances a partir du mitiga-cellulaire, substances toxiques pour les
cellules environnantes. Ces dernieres ne sont gascaffectées : il n'y a pas de réaction
inflammatoire (Afford & Randhawa, 2000).

ll. Importance du processus apoptotique

L’apoptose est une des fonctions normales de lrosgae qui a pour but d’éliminer
les développements inutiles et/ou potentiellemanigdreux. Elle joue un réle physiologique,

mais elle est aussi impliquée dans des situatiatisofpgiques.

II.1. Réle physiologique

L’apoptose joue un rbéle fondamental tout au londade@e d’un organisme, du stade
embryonnaire jusqu'a sa mort. Elle assure le retagéeet le maintien de 'homéostasie
tissulaire, c’est a dire la conservation du nongiree la qualité des cellules qui constituent
les tissus (Evan &Littlewood, 1998). La mort cellulaire participe aphénomeénes de
différenciation qui donnent naissance aux troisesypgle tissus cellulaires (mésoderme,

endoderme et ectoderme) dont dériveront I'ensemdecellules qui constituent le corps. Ce
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processus apoptotique permet la formation de cvétéulpte la forme interne et externe de
I'embryon, et élimine toutes les structures devennetiles, comme par exemple les tissus
qui séparent les doigts, permettant ainsi leuviddalisation (Meieet al, 2000). L'apoptose
joue un réle essentiel dans la sculpture des mépmses successives de notre corps : chez
la femme, par exemple, elle est impliquée dansvdlimtion des seins aprés le sevrage
(Strangeet al, 2001) ou dans la régression de 'endometre utaricours des menstruations
(Vinatieret al, 2001).

L’apoptose participe également a la constructiomate deux organes de régulation
les plus complexes, le cerveau et le systeme imaicmi
La mise en place du réseau synaptique entre lesmesidépend d’'un contrdle dynamique et
séquentiel de la vie et de la mort. Une fois quealdage en réseau des synapses est établi, la
survie des neurones dépendra de la capacité dearesexions a faire preuve de leur
fonctionnalité. L'absence de circulation d’infornueits nerveuses a travers une synapse
entraine l'autodestruction des neurones qui la os@pt. Au cours du développement du
systeme nerveux central chez les vertébrés, plus deoitié des neurones vont mourir en
quelques jours : disparaissent ainsi les neurome thutiles » ou « dangereux ». Le contrdle
de la vie et de la mort cellulaire par des signdent'environnement joue un role dans I'auto-
organisation de la cellule. Ces signaux sélectiopr@armi toutes les interactions neuronales
initialement possibles, celles qui réussissentii fareuve de leur capacité a fonctionner
(Flanagan, 1999 ; Verhage al, 2000). La survie des neurones dépendrait deckgacite a
accéder a une quantité suffisante de facteurs trephaques: ceux qui recoivent
suffisamment de facteurs neurotrophiques survideatautres dégénerent (Raff, 1992). Il y a
donc une sélection des neurones bien connectépoptase par privation de facteurs
trophiques est un processus qui permet d'ajustesi & nombre de neurones au nombre de
cellules environnantes (Feldmann, 1999).
Ce sont des mécanismes semblables qui permettestiulpture et la complexité de notre
systeme immunitaire. La mort cellulaire est ausseatielle a la régulation de la réponse
immunitaire. En effet, elle permet l'adaptation dystéme immunitaire au "Soi" en
sélectionnant, a partir de 'immense diversitéiahgt de lymphocytes, les 1 a 5 % qui ont
démontré leur capacité a défendre I'organisme pans autant I'agresser. lls seront par la
suite capables de combattre un micro-organisme rouis aura envahi. Les cellules
immunitaires proliférent suite a la présence d’'gerd étranger. Une fois celui-ci éliming, de
nombreuses cellules sont détruites pour ralentisida réponse immunitaire qui pourrait

causer de graves dommages a I'organisme (Ekert&VEB97 ; Goldrath & Bevan, 1999).
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Plusieurs dizaines de milliards de nos celluleste@étruisent, et certains territoires
de I'organisme sont toujours recomposés. Les edlde la couche superficielles de la peau,
des intestins, de la mugueuse utérine et des aaisskes polynucléaires de notre sang, etc...,
subissent des phénomenes de différenciation tekepidéclenchant leur autodestruction. Ces

cellules sont renouvelées en permanence par daksaouches qui se dédoublent.

L’apoptose lie étroitement le destin de chaqueut®l& celui d’'une collectivité a
laquelle elle appartient. Elle permet une régutapermanente du nombre de nos cellules, une
régulation drastique de leur localisation géogrgpéj et une adaptation constante entre les
proportions relatives des différentes familles dibutes qui composent nos organes.

11.2. Apoptose et pathologies

Les déreglements des mécanismes contrblant 'apemeuvent étre responsables du
déclenchement et de la progression de nombreusksiggies. Ces derniéres peuvent étre
caractérisées soit par un déficit d’'apoptose (aarinéections virales...), soit par un exces
d’apoptose (maladies neurodégénératives, infaduusayocarde...) (Tableau 3).

Le déficit de I'apoptose est souvent associé ateldppement de maladies auto-
immunes et lymphoprolifératives (Neuragh al, 2001 ; Richet al, 1999), mais aussi aux
phénomeénes de carcinogénese (Agnantis & Gous$8).19
Au cours des infections virales, les virus mettent place des systemes d’inhibition
d’apoptose afin d’envahir I'héte, comme notammemtvirus de I'hépatite C (VHC) et
I'Herpes simplex virus-1 (HSV-1) (Saikumat al, 1999). En empéchant la mort cellulaire,
les virus permettent non seulement la survie deellule qu’ils infectent, mais aussi leur
propre survie, ce qui favorise I'apparition de @sacomme c’est le cas pour le virus Epstein
Barr (EBV).

Une augmentation anormale du nombre de certainkslese due au déficit de
I'apoptose, est aussi observée dans les canceota&ge anormal de I'apoptose est impliqué
dans le développement des métastases, permettimst Gellules cancéreuses de migrer dans
I'organisme sans s’autodétruire et de survivre damsrgane 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 - EB
- 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 a un déreglement du procgsspiotique
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L'excés d’apoptose intervient dans le développendenhombreuses pathologies :
anomalies congénitales du développement, certaiadesdies neurodégénératives chroniques
comme I'amyotrophie spinale, la sclérose latéralgarophique, la chorée de Huntington, la
maladie d’Alzheimer (Barinaga, 1998), la maladie Barkinson et les rétinopathies
dégénératives. Cet exces est observé dans leeatihsculaires cérébraux, les ischémies-
reperfusion, les hépatites fulminantes ou alcoelgues Iésions causées par des méningites
(Thompson, 1995).

Le déclenchement anormal ou excessif de l'apopiotvient aussi lors de certaines
infections virales, comme le virus de I'immunodéfice humaine (VIH) (Selliah & Finkel,
2001 ; Muthumanet al, 2003) et le virus de la grippe (Hay & Kannousakl002).

Il existerait aussi un lien entre la sénescencdeeprocessus apoptotique. Le
vieillissement se caractérise en effet par uneralth progressive des capacités
fonctionnelles de notre corps et par I'appariti@ntobis catégories de maladies graves : les
maladies cardio-vasculaires, les maladies neuraodégtves et les cancers, toutes liees

comme nous l'avons vu a un exces ou un deéficitapapse (Johnsoet al, 1999).

lll. Modifications morphologiques et biochimiques @ractéristiques de

I'apoptose

En 1972, Kerr, Wyllie et Currie montrent que delubes, en train de mourir par
apoptose, développent des modifications morpholagiget biochimiques caractéristiques,
différentes de celles observées chez les celluiemrg en nécrose. Depuis, de nombreux

critéres discriminants sont venus s’ajouter a agoxits par ces auteurs.

l1l.1. Cytoplasme

L’apoptose est caractérisée par une forte diminutio volume cellulaire, avec une
importante condensation du cytoplasme. Cette rémuctésulte d'une perte d'eau et
d’électrolytes (Ywet al, 1997), conséquence de I'inhibition du co-tramsag Na/K*/ClI'. La
condensation cytoplasmique est associée a une gaéssation du cytosquelette qui se

manifeste par I'apparition de bourgeons membrasa@ppelées «blebbs».
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L’activation des caspases est un des facteursverant dans la désorganisation du
cytosquelette de la cellule, suite au clivage déémades telles que la gelsodine et la fodrine,
molécules responsables de la structuration du gyastte (Earnshaet al, 1999).

Les transglutaminases, dont l'activité dépend dgiwa, interviennent également dans la
condensation du cytoplasme en catalysant la foomate ponts protéiques entre les résidus
lysine et glutamine, formant ainsi des complexe®slubles (Fesust al, 1987). A ce stade,
dans le cytoplasme, il existe une structure rigiolestituée de protéines « transglutaminées ».
La cellule apoptotique perd alors tout contact descellules voisines.

La formation de bulles cytoplasmiques est probablénprécédée par l'apparition, a la
périphérie de la cellule, d’un chapelet de véskigsues de la destructuration des membranes
(Feldmann, 1999).

l11.2. Organites intracellulaires

Une relocalisation des organites cytoplasmiquesobservée : les mitochondries
intactes se regroupent autour du noyau alors gone certaines cellules comme I'hépatocyte,
le réticulum endoplasmique semble se déplacerlagygriphérie de la cellule. Les ribosomes
sont toujours présents a la surface du réticuludogilasmigue méme quand des fragments de
celui-ci se retrouvent dans des bulles cytoplasesd&eldmann, 1999).

Dans la plupart des inductions de l'apoptose, kmpere perturbation cellulaire
détectable est une chute (ou dissipation) du petdransmembranaire mitochondrial (Petit
al., 1995). Celle-ci est observée bien avant lesal®rs nucléaires et les modifications de la
membrane plasmique : la mitochondrie joue un mdleartant dans I'apoptose.

L’équipe de Nicotera a démontré que la survenud'ajmptose était dépendante de la
conservation du « pool » d’ATP cellulaire (Legttal, 1997), ce qui implique un maintien de

I'intégrité, au moins dans les stades précoce&agdeptose.

[11.3. Noyau

L’activation des caspases est un des facteursvartant dans la désorganisation de
la membrane nucléaire suite au clivage de molédealdss que les lamines. Ces caspases
clivent aussi la PARP (Poly(ADP-ribose) polyméragermettant ainsi la fixation sur ’ADN
du domaine de liaison a 'ADN de PARP libéré ; ce gmpéche toute réparation (Del Bello
et al, 2004)
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Le nucléole se transforme en un amas granuleux genso La diminution du volume
nucléaire est liée a une condensation de la chioenatitour de la membrane nucléaire.
La marginalisation chromatinienne est suivie d'ymgnose chromatinienne (Earnshaw,
1995). La chromatine n’est plus localisée a lapfenie du noyau, mais elle se condense en
de volumineux agrégats occupant une grande pagti dnatrice nucléaire. Cette derniere
forme ensuite un large croissant ou un anneau gergas complet.
Il se produit aussi des modifications de la meméraacléaire qui se sépare des agregats
chromatiniens avant la fragmentation du noyau (&zaw, 1995 ; Stuppiet al, 1996).
Au cours de la condensation chromatinienne, iltexdgux sortes de fragmentation de ’ADN,
celle de haut poids moléculaire et celle de peiidp moléculaire :
- Les fragments d’ADN de haut poids moléculairetsda I'ordre de 50 Kpb a 300 Kpb
(Oberhammeet al, 1993).
- Les fragments d’ADN de petits poids moléculairents obtenus par clivage
internucléosomal et sont de I'ordre de 150 a 200/¥lie, 1980 ; Kaufmanmt al, 2000).

Ces deux types de fragmentations dépendent dwcglpgaire et de la nature du stimulus.

l11.4. Membrane cytoplasmique

La cellule en apoptose perd le contact avec ldsleglvoisines et/ou la matrice
extracellulaire. Il est probable que ce phénomé&mEsempagne d’altérations des jonctions, en
particulier au niveau des desmosomes et des pest@iadhésion, comme les intégrines,
confirmant ainsi leur réle prédominant dans I'apset (Meredith & Schwartz, 1997).

Une des premiéres modifications caractéristiquds&agdeptose, est le changement de
polarité membranaire, c’est-a-dire la translocaties résidus phosphatidylsérines du feuillet
interne vers le feuillet externe de la bicouche gpwlipidique (Savill & Fadok, 2000).
L’exposition de ces résidus sur le feuillet exteese essentielle pour I'élimination des corps
apoptotiquesn vivo. lls contribuent efficacement a la reconnaissaice la phagocytose des
corps apoptotiques, issus du bourgeonnement aedlulpar les macrophages (phagocytes
primaires) ou par les cellules environnantes (pbyigs secondaires). Cette phagocytose
évite ainsi tout déversement du contenu cellulalems le milieu environnant et par
conséquent évite la réaction inflammatoirevitro, en I'absence de phagocytose, les corps
apoptotiques finissent par éclater : on parle alapoptose secondaire (ou encore de nécrose
secondaire).
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IV. Phases et mécanismes généraux de I'apoptose

Les mécanismes du processus apoptotigue se ciewotépar des cascades de
signaux moléculaires. Ces mécanismes constituasnpradgrammes apoptotiques performants,
présents dans la plupart des types cellulaires pduvent étre initiés par une variété de
signaux intra- ou extra-cellulaires. L'activatioe ¢a voie de transduction du signal pro-
apoptotique dépend du type cellulaire et d’élémants-cellulaires de chaque stress. Mais
quelles que soient les voies de transduction emgmelles-ci convergent toujours vers une
voie finale effectrice commune (Thompson, 1995).

L’apoptose peut étre classiquement décrite en ptoeses (Figure 7) :

* la phase d'initiation (ou de signalisation), révaless au cours de laquelle les
modifications morphologiques ne sont pas encorbless; cette phase se caractérise par des
modifications biochimiques. Ces dernieres dépendera nature des stimuli qui peuvent étre
physiques (pression, micro-ondes, rayonnement XJ¥u.), chimiques (HO,, étoposide,
cisplatine, camptothécine, staurosporine...) ou endmologiques (ligands de récepteurs
membranaires impliqués dans la mort cellulaire...).

Des régulateurs de I'expression génique (le faaieutranscription NkB : Nuclear Factor-
Kappa B), de la prolifération cellulaire (c-myc)nsi que des récepteurs membranaires de
mort ou des molécules impliquées dans le mainteefiimtégrité du génome (suppresseur de
tumeur p53), vont jouer également un rble importiamts cette phase d'initiation (Riehal,
2000).

» la phase de régulation (ou de décision) est commauneates les voies de transduction
du processus apoptotique. Apres intégration du akignitiateur, en fonction de son
métabolisme interne et de son état de développemaecellule prend la décision d’entrer ou
non en apoptose. Le contrble est effectué, le gusent, par la mitochondrie et un ensemble
de protéines pro- et anti-apoptotiques (Bax etBcl-

* la phase d'exécution (ou de dégradation), irrébbrsise distingue par I'activation
d’hydrolases cataboliques comme les nucléases edkpases. Ces enzymes sont activées et
controlées par les mitochondries ainsi que par nedécules pro- et anti-apoptotiques
mitochondriales. Les enzymes désassemblent de feqainblée et ordonnée les structures
sub-cellulaires ; ces derniéres entrainent les ggraents biochimiques et morphologiques
caractéristiques de I'apoptose, aboutissant alarssaestruction cellulaire.
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Figure 7 : Les trois phases du processus apoptotique
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Nous présenterons les mécanismes de ces troissptiase fagon suivante :

* Au cours de la phase d’initiatipmous aborderons les deux voies de transduction

du signal apoptotique, appelées voie extrinsequeietintrinseque (Figure 8) :

= La premiere voie est initiée a la surface de lleepar des récepteurs membranaires qui
recoivent des signaux extracellulaires. Cette esieappeléaoie extrinséque ou voie des
récepteurs de mort.

= La deuxiéme voie est induite par des signaux metercomme le stress cellulaire ou la
perturbation métabolique, et met en jeu la mitodhienqui occupe une place centrale dans la

cellule. Cette voie est appeleeie intrinseque ou voie mitochondriale.

» Puis, nous détaillerons la phase de réqulatasée sur une décision entierement

mitochondriale et contrdlée par les membres dartdlle Bcl-2 pour la voie intrinseque et qui

peut étre également, dans certain cas, une déastonhondriale pour la voie extrinseque.

* Nous décrirons ensuite la phase d’exécutiontrolée par les caspases, qui est

commune aux deux voies initiatrices extrinsequateinseque ; ces deux voies convergent

Vers une caspase commune (caspase-3), entraimagridation de I’ADN.

* Enfin, nous préciserons les autres mécanismesargtg’'apoptose (Figure 8) :
- la voie caspase-indépendante mettant en jeu uwattipe mitochondriale AIF
(Apoptosis Inducing Factor) ;
- le réticulum endoplasmique (RE), un compartimemtlulaire pouvant aussi
déclencher I'apoptose en cas de stress ;
- le suppresseur de tumeur p53, impliqgué dans latiea de I'intégrité du génome,
jouant un réle important dans le processus apaojteti
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Figure 8 : Représentation schématique des principales vomstaiques
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IV.1. Phase d'initiation

IV.1.1. Voie extrinseque ou voie des récepteurs deort

La voie extrinseque ou voie des récepteurs de astrinitiée a la surface cellulaire
par des liaisons entre des ligands de mort exttdaiees et des récepteurs de mort
membranaires spécifiques. Ces récepteurs sontésppitepteurs de mort car la liaison du
ligand sur son récepteur déclenche une cascaderséents qui entraine le processus
apoptotique. Ces récepteurs possedent des sasictammunes permettant de les regrouper
dans une seule et méme famille, celle des récepurTNF (Tumor Necrosis Factor) ou
« TNF-R family » (Nagata, 1997).

Les ligands de la super famille du TNF sont, paneple :
- TNFa,
- FasL/CD95L (Fibroblast-associated Ligand),
- DR3L (Death Receptor 3 Ligand) ou TWEAK (weak lodogue of TNF),
- TRAIL (TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand).

Les récepteurs les plus décrits sont :
- TNF-R (Tumor Necrosis Factor-Receptor),
- Fas/CD95/Apol, DR3 (Death Receptor 3) (ou ApoSLWL, TRAMP, LARD),
- DR4,
- DR5 (ou Apo2, TRAIL-R2, TRICK2, KILLER),
- DR,
- TRAIL R1 (Garg & Aggarwal, 2002 ; Borner, 2003).

Pour illustrer la voie des récepteurs de mort, reuas choisi de présenter les voies

les plus représentatives et les plus décritesesteljue 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 NFa (ou TNF)

La cascade d’évenements induite par le ligand TdiRnaence par sa liaison avec les
membres de la super-famille des récepteurs TNF-&.lidison du ligand provoque la
trimérisation puis I'activation du récepteur. Cerder induit une voie spécifique a I'apoptose,
d’ou son nom récepteur de mort (Chinnaiyral, 1996). Toutefois, dans certains cas, ce
récepteur TNF-R induit une voie tendant vers ldif@mation, la survie ou la différenciation
cellulaire (Arch & Thompson, 1999 ; Locksleyal, 2001).

Les membres de la famille du récepteur TNF-R sast grotéines transmembranaires dont
I'extrémité N-terminale est orientée vers le mil@dracellulaire (Nagata, 1997). Ce domaine
extracellulaire contient deux a six régions rickes acide aminé cystéine ; ces régions

permettent la liaison au ligand (Sméhal, 1994).

Plus de 20 membres de la famille des récepteursR MRt été identifiés, et classés
suivant deux voies d’activation (Figure 9) :
* Voie d'activation du récepteur TNF-R1 (ou p55/p§Q) induit le processus apoptotique :
» Ces récepteurs possedent dans leur structure glitdagre un domaine de mort
DD (Death Domain) : ils permettent la transmissiban signal apoptotique par
activation des caspases (cas des récepteurs TNFERIL/CD95) (Figure 9).
* Voie dactivation du récepteur TNF-R2 (ou p75/p8Qui induit la survie, la
différenciation et la prolifération :

» Ces récepteurs ne possedent pas de domaine dmtram¢llulaire.

Les signaux de survie ou de mort induits par I'un’autre des récepteurs dépend du

recrutement des différent types de molécules attaggs en aval.
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Figure 9 : Représentation schématique des voies d’activatemrdcepteurs TNF-
R1, TNF-R2 et Fas/CD95
D’aprés Guptaet al, 2003. (DD=Death Domain : apoptose)

IV.1.1.1.1. Voie médiée par le récepteur TNF-R1

La voie apoptotiqgue impliquant le récepteur TNF-Rsen ligand TNk est par
exemple essentielle dans I'apoptose des cellulgsédiples tumorales (Gupta, 2003). Cette
voie peut étre activée en réponse a de nombreuvasastimuli que le ligand TNF, comme les
molécules TNF-like : UV, irradiationg, molécules chimiothérapeutiques, virus, bactéries,
privation en cytokines, neurotrophines, facteurscgssance ou détachement de la matrice
extracellulaire (ou anoikis) (Borner, 2003).

La trimérisation du récepteur TNF-R1 entraine areai de son domaine DD le recrutement
de protéines adaptatrices cytoplasmiques comme TRADNF-R-Receptor Associated

Death Domain), qui elle-méme recrute FADD (Fas-As#ed Death Domain) ou RAIDD
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(RIPK1 Domain containing Adapter with DD), qui ell@gme recrute (Figure 10). Ces
protéines adaptatrices posseédent des domainegeeifecde mort DED (Death Effector
Domain) (comme TRADD) qui reconnaissent et fixeed DED des caspases initiatrices,
notamment ceux des pro-caspases-8 et -10, et desimks effecteurs de mort CARD
(Caspase Recruitment Domain) (comme RAIDD) qui meedssent et fixent les CARD des
caspases initiatrices, notamment ceux des pro-sasffa Ces protéines adaptatrices et ces
caspases forment ainsi le casposome ou le comg&eganalisation de la mort induite, DISC
(Death-Inducing Signalling Complex). Pendant lanfation du DISC, la pro-caspase-8 est
clivée et convertie en caspase-8 active qui sdér@rde du DISC. La caspase-8 clive la
protéine Bid (membre pro-apoptotique de la famltd-2) qui stimule alors la mitochondrie

et la voie intrinséque (Luet al, 1998) ( 8§ IV.3.). La caspase-8 active clive alesscaspases
effectrices -3, -6 et —7, permettant I'amplificatialu signal apoptotique. Les caspases
effectrices, principalement la caspase-3, cliveat mbmbreux substrats provoquant ainsi
I'apoptose. La voie de la caspase-8 peut étre Begar des inhibiteurs de caspases tels que
FLIPs (FLICE Inhibitory Protein) (Ekert al, 1999), molécules homologues des caspases,
qui contiennent un domaine DED et se lient a FARDpéchant ainsi I'activation de la
caspase-8.

Cette voie de signalisation des récepteurs de meut aussi intervenir dans les
lymphocytes T pour induire un signal de sunpar recrutement d’autres molécules
adaptatrices. En effet, il a été montré que leptsee TNF-R1 induisait aussi des signaux de
survie par recrutement de certaines molécules atitaets telles que TRAF-2 (Figure 10). Le
mécanisme par lequel se fait le changement de (esike mort et survie) dans ce type

cellulaire est encore mal connu.
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IV.1.1.1.2. Voie médiée par le récepteur TNF-R2

La voie de signalisation mettant en jeu le récapiéNi--R2 permet le recrutement
des molécules TRAF-1 et TRAF-2, au niveau de ldigaytoplasmique du récepteur ne
possédant pas de domaines DD (Figure 10). Le EemRIAF-2 a la protéine RIP (Receptor
Interactive Protein) permet l'activation du factele transcription NikB. Ce dernier est un
répresseur de l'apoptose (Liu Z& al, 1996 ; Beg & Baltimore, 1996) et provoque le
maintien de la survie a la fois par prolifération par difféerenciation cellulaire (Garg &
Aggarwal, 2002).

Le TNF-R2 peut réguler TNF-R1 par transcriptionNFFR1 recrute alors les molécules
TRAF2 (TNF-Receptor-Associated Factor 2) et RIPg@Fe 10 - - - [J). Ces molécules
adaptatrices conduisent a I'activation des MAPKt@gen-Activated Protein kinase) jusqu’a
la kinase JNK (c-Jun N-terminal kinase) ou a |'aatiion du facteur de transcription NB-
(Nuclear Factor-Kappa B) par l'intermédiare de lnake kB (Inhibitor of NF-kappa B
Kinase). Si le facteur de transcription MB-est un répresseur de l'apoptose, les MAPK
peuvent inhiber (Darnay & Aggarwal, 1997) ou aativ@poptose (Ichijcet al, 1997).

Toutefois, Linet al (1999) ont démontré que RIP pourrait étre un sabde la caspase-8 lors
de l'apoptose induite par le TNF et bloquerait ti\zation de NFkB. Dans ce cas, RIP joue
dans cette signalisation un réle opposé, c’est@ulio-apoptotique. RIP serait aussi capable
de recruter RAIDD (RIP-K1 Domain containing Adapwith Death Domain) ; en effet, dans
certains types cellulaires, cette protéine RAIDDntent un domaine CARD (CAspase
Recruitment Domain) lui permettant d’intéragir avacaspase-2. Cette derniere, comme la
caspase-8, clive la protéine Bid, qui elle mémevpgoe le relargage des facteurs
apoptogenes mitochondriaux ; ainsi, la caspasehtiiapoptose (Ashe & Berry, 2003).

Si il est admis que le récepteur TNF-R2 joue ur mns la survie cellulaire, il
pourrait également réguler I'apoptose et jouerala dans la régulation des signaux de mort
induits par le récepteur TNF-R1 (Grellal, 1999 ; Gupta, 2003). Ainsi, selon Gupta, la voie
d’activation du récepteur TNF-R2 ne pourrait pae étrictement caractérisée par le terme de
survie cellulaire mais aussi par celui d’apopto$eutefois, pour induire I'apoptose, le
récepteur TNF-R2 est obligé de passer par la vesecdspases et done le réecepteur TNF-
R1.
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IV.1.1.2 Le récepteur de mort Fas/CD95 et son ligahFasL/CD95L

Il existe un autre récepteur de mort bien conngpligmé dans la voie extrinseque, le
récepteur Fas/CD95 et son ligand FasL/CD95L (Fgy@et 11). La transmission du signal
apoptotique par le ligand FasL/CD95L passe paotemétion du complexe multiprotéique
DISC formé, ici, par I'agrégation du récepteur E&85, de la protéine FADD et de la pro-
caspase-8. FADD possede un domaine de mort (DD)ologme a celui du récepteur
Fas/CD95 ; ce domaine permet leur association (Beldal, 1995). A son autre extrémité N-
terminale, FADD possede un DED indispensable awutement et a l'activation de la
caspase-8 et, de ce fait, une protéine FADD possatta domaine DED tronqué ne peut
induire l'activation de l'apoptose (Chinnaiyetral, 1996). Apres le recrutement de FADD et
de la pro-caspase-8, la formation d'oligomeres mecpspase-8 suffit a activer son auto-
protéolyse : la sous-unité catalytique de la casiBasst alors libérée dans le cytoplasme
(Martin et al, 1998 ; Salvesen & Dixit, 1999) (Figure 11).

L'importance de la voie mitochondriale a été récemrndémontrée dans la mort
induite par le récepteur Fas/CD95 (Fuédaal, 1998). Un membre de la famille de Bcl-2, la
protéine Bid (Lucet al, 1998), constitue un des liens entre la voieéhepteur Fas/CD95 et
la voie mitochondriale (Let al, 1998). La protéine Bid tronquée, t-Bid, issuectivage par
la caspase 8, est transférée du cytoplasme adaehoitdrie. En se liant a la protéine Bax (un
autre membre pro-apoptotique de la famille Bcl48spnte sous forme monomérique dans le
cytosol, t-Bid induit l'oligomérisation de Bax atrsintégration dans la membrane externe
mitochondriale. Cette liaison Bax/Bid entraine Veriure de mégapores mitochondriaux a
l'origine de la chute du potentiel transmembranaii®chondrial ; cette ouverture permet la
libération du cytochrome c (Eskesal, 2000), ainsi que d’autres facteurs apoptogeAHds (
Smac/Diablo, Omi/HtrA2, Endo G, caspase-2, -3, -@ette ouverture des pores
mitochondriaux entraine aussi la formation de lf#gpsome et I'activation de la caspase-9 qui

activera la caspase-3 (&t al, 1998).
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Figure 11 : Représentation schématique de la voie de signialisdé I'apoptose due

au récepteur Fas/CD95
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L’activation de la voie apoptotique en aval du piear Fas/CD95 a permis de
distinguer deux types de cellules (Scaféadal, 1998) (Figure 11) :

* Les cellules de type I induisent I'apoptose unigaetvia I'activation des caspases
-8 et -3 et sont indépendantes d'une activité apigpe via la mitochondrie. Dans ce
processus, la caspase-8 active par clivage la sashacaspase effectrice conduisant
inéluctablement vers une mort apoptotique (Sleal, 1999). Il est a noter que la caspase-8
est essentielle a la mort cellulaire induite pardeepteur Fas/CD95 (Varfolomeet al,
1998).

» Dans les cellules de type I, I'activation de taevapoptotigue mitochondriale est
indispensable. A ce jour, aucun argument, hormgulantité de caspase-8 recrutée et clivée
au niveau du DISC (faible dans les cellules de ty@t importante dans les cellules de type
), ne permet d'expliquer, suite & l'activation dcepteur Fas/CD95, le choix entre la voie
mitochondriale ou la voie caspase dépendante (8icaffal, 1999).

Dans la mort induite par le récepteur Fas/CD%eiification des cellules de type |
ou de type Il dépend du role des membres de ldl&aBil-2 (8 IV.2.).
Les protéines de la famille Bcl-2 ne joueraientuaudle dans la mort induite par le récepteur
Fas/CD95 dans les cellules de type | ou une adiivalirecte des caspases est suffisante. En
revanche, dans des cellules de type Il pour lekegighe amplification du signal d'activation
via la voie mitochondriale est nécessaire, la mort ibedpar le récepteur Fas/CD95 serait
modulée par des protéines pro-apoptotiques deridiéaBcl-2 (Scaffidiet al, 1998).

IV.1.1.3 Le récepteur de mort TRAIL-R et son ligandTRAIL

Parmi les membres de la famille du récepteur TN@ER « TNF-R familly »), il
existe d'autres ligands dont TRAIL (TNF-Related-gpmsis-Inducing-Ligand) ou ApoZ2L.
Par fixation sur son récepteur de mort spécifiguRAIL-R, le ligand TRAIL induit
I'apoptose principalement dans des lignées cetkdatumorales, et pas dans les cellules
normales. Ce ligand TRAIL est exprimé de maniérpdrtante dans un grand nombre de
tissus. Il existe quatre membres de récepteurs THRAL a 4, qui seraient capables d’induire
différents signaux, apoptotiques ou non, en foncta type cellulaire (MacFarlane, 2003).
Les voies de signalisation induites par le ligaRAIL sont similaires a celles induites par les
ligands TNFr ou FasL/CD95L.
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IV.1.2. Voie intrinseque ou voie mitochondriale

Il convient de rappeler les fonctions physiologigjue la mitochondrie avant de

présenter son role au cours de I'apoptose.

IV.1.2.1. Fonctions physiologiques de la mitochondr dans la cellule

En 1890, Altmann découvrit un ensemble d’organiiesra-cytoplasmiques,
différents au niveau de leur forme et de leur n@nbrais semblables au niveau structural : ce
« bioplaste » fut baptisé chondriome (du greodrion« petit grumeau ») par Meves en 1908,
puis mitochondrie par la suite. Les mitochondriesaent apparues il y a 1,5 milliard
d’années par association symbiotique entre leurcétae », une cyanobactérie et un proto-
eucaryote (Dyall & Johnson, 2000). Elles possedeaptsérie de caractéristiques qui refletent
leur origine endosymbiotique avec une double mensdglimitant deux compartiments : la
matrice et I'espace intermembranaire. La mitochiend@omporte également un génome
circulaire et des systemes propres de transcriptamiuction. La membrane interne (MI)
sépare la matrice de I'espace intermembranaira eteimbrane externe (ME) sépare I'espace
intermembranaire du cytoplasme (Figure 12).

Le nombre, la taille et la position des mitochoedrilépendent du type cellulaire et refletent
les besoins énergétiques de la cellule.

La principale fonction des mitochondries est dedpi@ de I'énergie, toutefois elle
génére des especes réactives de I'oxygene (R@8)ratt aussi la régulation de I'apoptose.
La mitochondrie génére I'énergie sous forme d’ATRIdnosine Tri-Phosphate) grace au
processus de phosphorylation oxydative qui a liewnigeau de la MIl. Dans les conditions
physiologiques, la MI est quasi imperméable. Aursale la phosphorylation oxydative, des
électrons sont générés a partir du NAD (Nicotinamidiénine Dinucléotide), produit par
I'oxydation des nutriments. Ces électrons sont imdtansférés a I'oxygene moléculaire par
une série de quatre complexes enzymatiques : NARdhytrogénase (I), succinate
déshydrogénase (ll), cytochrome;b@ll) et cytochromec oxydase (V). Ces différents
complexes sont tous présents dans la membran@entier la mitochondrie. Le passage des
électrons entre ces complexes produit de I'énaygieest utilisée pour expulser des protons
H* de la matrice vers I'espace intermembranaire. Qglage chimio-osmotique crée un
gradient électrochimiqueA’) que I'on appelle aussi potentiel transmembrangiositif et

acide du coté externe de la membrane interne, gdtihéans la matrice. L'existence du
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potentiel transmembranaire mitochondriéat,) autorise une diffusion facilitée et spontanée
de H de la matrice par le cana 8e la FFy ATPase (ATP synthase, complexe V). Ce flux de
protons est utilisé par ce complexe pour fabrigleef ATP qui est exporté en échange d’ADP
par le translocateur nucléotidique a adénine, AMIdefiine Nucleotide Translocator,
complexe VI) ; ce dernier fonctionne comme un antip

La phosphorylation oxydative est la principale seude ROS (anion superoxide, O
peroxyde d’hydrogéne 48,, radical hydroxyl OB qui sont des radicaux libres impliqués
dans l'apoptose, engendrant ainsi des dommagesatifsydes lipides, des protéines et de
I’ADN (Hanson & Clegg, 2002).

Bien qu’elle est un role essentiel dans la produacti’énergie pour la cellule, il est clairement
décrit aujourd’hui que la mitochondrie est un detears principaux de I'apoptose (Green &
Kroemer, 1998).

ADP + pi ATP—
FADH; Matrice P ;': A
e A
NADH ~ I OH, O, H0
\ N\ 7
M e | co I IV Vi
f N
\ 4 Espace \4 \4 ATP synthase ANT
. . Cytochrome ¢
intermembranaire Heo N H ADP
ME
Cytoplasme I: NADH déshydrogénase |V: cytochrome c oxydase
[I: succinate déshydrogénasé: ATP synthase ouiF, ATPase
[ll: cytochrome bg VI: ANT

Figure 12 :La chaine de respiration mitochondriale
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IV.1.2.2. Rdle de la mitochondrie dans le processagpoptotique

Certains auteurs tels que Kroemer et coll.1 @97, décrivent la mitochondrie comme
le centre des phénomenes apoptotiques qui foneranselon un modéle triphasique
comprenant :

- une phase d’initiation ou d’induction au courslaguelle les signaux inducteurs d’apoptose
convergent vers la mitochondrie ;

- une phase de régulation ou de décision contfidédes membres de la famille de protéines
Bcl-2 entrainant la perméabilisation des membranigschondriales (MMP) et la libération
de facteurs apoptogenes (sIMPs, soluble Intermambvitochondrial Proteins) ;

- une phase d’exécution ou de dégradation mettanjee les caspases et DNases qui
dégraderont de nombreux constituants cellulaires€®& Kroemer, 1998) (Figure 13).

\

Différentes voies inductrices de I'apoptose

}
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Figure 13 :Modele de la cascade apoptotique impliquant lachitadrie
(D’aprés Jacotat al, 2000)
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IV.1.2.2.1. Potentiel transmembranaire mitochondri& (AWn,)

Avant d’expliquer I'importance daW,, dans le processus apoptotique, il convient de
rappeler ce qu’est un potentiel.

Un gradient de protons existe a travers la membireeene (MI) des mitochondries
et il est couplé a l'activité de la chaine respirat (Murphy & Brand, 1987). Ce gradient
comporte deux composantes : un potentiel de merabgH) et un gradient de pHApH).
L’énergie stockée sous forme dgH ou deAW, contrbéle la synthese de I'ATP par le
complexe enzymatique 1y ATPase ; celui-ci fonctionne comme une pompe &opro
(Mitchell, 1979). Il est couramment admis que le®ohondries des cellules de mammiféres
expriment l'essentiel du gradient électrochimigueng@palement par un potentiel de
membrane4WY) (environ 180 mV) et par un faible gradient de (old I'ordre de 60 mV).

En commencant par des mitochondries désénergicapsd 14A), l'initiation de la
respiration (Figure 14B) donne naissance a un/A8ftet un faibleApH. Dans un milieu
contenant une molécule X, si cette derniere pestutb AW, elle le fait chuter

systématiquement mais permet simultanément I'existel’'un fortApH (Figure 14C).

Membrane interne

l C
A A /
-180 mV i 4
H* H’
Ay AY
A pH . A pH A pH

Figure 14 : Représentation schématique de la chutAim

X
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La premiére perturbation cellulaire détectable aurg du processus apoptotique est
une chute du potentiel transmembranaire mitochah@W,,) Dans le cas ou I'apoptose se
fait via la mitochonrie. Elle se produit bien avant I'exjios des phosphatidylsérines au
niveau de la membrane cellulaire, la fragmentatie’ ADN, I'activation de la cascade des
caspases et l'activation des endonucléases (Kroetredr, 1997). A la suite de la chute du
AW, la mitochondrie libere des protéines apoptogeseésuestrées dans I'espace
intermembranaire mitochondrial, parmi lesquelles platéine AIF (Apoptosis Inducing
Factor), le Cyt-c (cytochrome c), Smac/Diablo (SetMitochondrial Activator of Caspases
or Direct IAP Binding Protein with Low pl), Omi/H&2, les procaspases-2, -3, -8 et -9, et
'Endo G (endonucléase G) (Paraeteal, 2002 ; Antonsson, 2004) (Figure 15B).

IV.1.2.2.2. Perméabilisation des membranes mitochdnales

De nombreuses études concernant les mécanisme®lalgage des protéines
mitochondriales apoptogénes se sont surtout féeaisur le relargage du Cyt-c (Parene
al., 2002). Le mécanisme exact de ce relargage pastencore tout a fait connu mais
plusieurs hypothéses sont proposées. On sait alhourque les membres de la famille de
protéines Bcl-2 sont capables de former des cadans les membranes lipidiques : ils ont
donc été les premiers candidats désignés pourrzafmn de pores dans la membrane externe
(ME) mitochondriale afin de permettre la libératidun Cyt-c. Plusieurs études ont montré que
les protéines pro-apoptotiques Bax et Bak pouvaisimisérer dans la membrane
mitochondriale et former des oligomeéeres avec deeg@ssez larges pour permettre le
passage du Cyt-c (Korsmeyer al, 2000). Ceci a été démontré sur des liposomaest
mitochondries isolées, ou l'incubation avec lestgires pro-apoptotiques Bax, Bad, Bim ou
Bid déclenche une perméabilisation des membranexinoindriales. Bax et Bid s’associent
pour former des pores au niveau de la ME mitochalgjrtout comme Bad avec Bim.
D’autres membres anti-apoptotiques de la familld-Bccomme Bcl-2, sont capables
d’empécher le relargage du Cyt-c en interférant 8ax et Bak dans la formation des pores
(Borner, 2003).
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Figure 15 : La mitochondrie au cours du processus apoptotique
A : Chute du potentiel transmembranaire et mécamsistagerméabilisation
des membranes mitochondriales

B : Libération des molécules apoptogenes

En ce qui concerne, le déclenchement de la perfitéabmembranaire
mitochondriale, plusieurs mécanismes pourraienkister faisant intervenir, pour la plupart,
la protéine pro-apoptotique Bax :

» La protéine Bax s’ancre dans la ME mitochondrialduisant la formation d’'un
pore assez large pour permettre la sortie du G¥Eigure 15A-1). Cet ancrage pourrait
s'effectuer par liaison directe avec un lipide me protéine membranaire, ou bien par un
changement conformationnel lui permettant d’'unet pson ancrage a la membrane
mitochondriale et d’autre part la formation d’'unr@@ssez large pour autoriser la sortie du
Cyt-c (Borner, 2003).
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» Une autre hypothése décrit une oligomérisatioBabe dans la ME mitochondriale
(Borner, 2003) (Figure 15A-2). En effet, une muati au niveau du domaine
d’oligomérisation de Bax ou de Bak inhiberait léonction pro-apoptotique (Antonsson &
Martinou, 2000). Ainsi, la multimérisation de Baoyrait favoriser son changement
conformationnel et favoriser la sortie du Cyt-c.

e Bax pourrait également se lier a des canaux pi&jaents a la surface de la ME
mitochondriale (Figure 15A-4). Le pore de transitale perméabilité ou PTPC (Permeability
Transition Pore Complex) est un complexe polyptptéilocalisé au point de contact entre les
membranes mitochondriales interne et externe (levef Kroemer, 2000). Les principaux
composants de ce complexe, qui pourraient varigoection du type cellulaire ou de I'état
physiologique, sont le translocateur ANT, la porme VDAC (Voltage-Dependent Anion
Channel), protéine la plus abondante de la ME rhaadriale, une hexokinase (HK) et la
cyclophiline D (Cyp D) (Zamzami & Kroemer, 2001)a thute dw\W, serait la conséquence
de I'ouverture du PTPC ; en effet la liaison de Barc PTPC régulerait la taille du pore pour
permettre la sortie de molécules d’'un poids mokiogilsupérieur a 1,5 KDa comme le Cyt-c
(15 KDa), I'AIF (57 KDa), Smac/Diablo (29 KDa) en@HtrA2 (49 KDa) (Borner, 2003).

* Le VDAC pourrait former un pore lipidigue sousfluence de la protéine Bax
fixée a VDAC, et ainsi favoriser la sortie du Cyt&@e pore indépendant s’apparente au PTPC
et conduit a la dissipation du gradient de protogwegonflement de la matrice (Fig. 15A-5).

e La fermeture de VDAC permettrait I'altération iéchange ATP/ADP (Vander
Heiden et al, 1999) (15A-3). Dans les conditions normales, pestons qui accedent a
I'espace intermembranaire (grace au couplage chasmotique) retournent dans la matrice
via F1Fop ATPase. Lorsque le VDAC se ferme, 'ADP n’entregpdans la mitochondrie ; la
FiFo ATPase ne fonctionne plus et les protons s’accentudans I'espace intermembranaire.
Cela entraine une perturbation générale du meésabelimitochondrial qui déclenche le
gonflement de la matrice et la production de RO&ptotéine Bcel-X pourrait interagir avec
le VDAC et le maintenir ouvert prévenant ainsi lgsfdnctionnement mitochondrial et
I'apoptose (Vander Heidest al, 1999).

 La sortie du Cyt-c pourrait étre aussi due a lgture des membranes

mitochondriales laissant sortir également les moéscapoptogenes (Figure 15A-6).

Méme si les mécanismes de perméabilisation des namexd mitochondriales ne
sont pas encore clairement définis, les moléculézchondriales apoptogenes s’échappent de

la mitochondrie a la suite de la chute du potemtegismembranaire.

79



IV.1.2.2.3. Libération des molécules apoptogenes

Selon Kroemer, la mitochondrie est comparable boitée de Pandore, ou, suite au
déséquilibre ionique et a la chute du potentielndmaembranaire mitochondrial, la
mitochondrie libére les protéines apoptogenes [BWPS) qui ont pour fonction d’induire la
mort cellulaire (Figure 15B).

Le cytochrome cest codé par un géne nucléaire qui est tranaasttpaduit dans le
cytoplasme en un précurseur, I'apo-cytochrome capable de participer au processus
apoptotique. Ce précurseur est ensuite transpartg ld mitochondrie ou il est transformé en
une protéine globulaire par une cytochrome c lygsegcatalyse I'attachement du précurseur
a un noyau heme par des liaisons covalentes. @pdlke alors holo-cytochrome c ; celui-ci
est séquestré dans l'espace intermembranaire roitdclal ou il permet le transport
d’électrons entre les complexes lll et IV de laiokaespiratoire mitochondriale (Ravagredn
al., 2002) (Figure 11). En 1996, Liet al. ont observé que I'holo-cytochrome c est
indispensable a I'activation de la caspase-3 darsysteme a-cellulaire. D’autres équipes ont
démontré ensuite que le relargage du Cyt-c etiVatibn de la caspase-3 sont bloqués par la
protéine anti-apoptotique Bcl-2 (Kluakt al, 1997 ; Yanget al, 1997). Aujourd’hui, il est
clairement établi qu’a la suite d’un stimulus adiojue, Bax stimule la sortie du Cyt-c par un
pore de la mitochondrie. Ainsi le Cyt-c translogigela mitochondrie vers le cytoplasme de la
cellule, ou il s'associe a 'APAF-1 (Apoptosis-Rease Activating Factor-1) pour former un
complexe protéique : I'apoptosome (Figure 16). lgochrome-c se lie au domaine C-
terminal de 'APAF-1 dans une région riche en nsotiépétés WD (W=tryptophane et
D=acide aspartique), connus pour étre impliquéss daa interactions protéines-protéines
(Neer et al, 1994). Ces interactions facilitent la fixatioe dATP par 'APAF-1 qui se
dimérise par attachement de ces domaines N-terminzufixation du Cyt-c et de I'ATP
provoque I'oligomérisation et un changement confdionnel de [I'APAF-1 qui
s’accompagne du recrutement de la pro-caspaseefie derniere est aussi libérée par la
mitochondrie (Figure 16) (Ravagna al, 2002). La pro-caspase-9 se lie aux domaines
CARD (CAspase Recruitment Domain) de I'APAF-1, a& grovoque l'activation de la
caspase-9 (Figure 16). L'importance de ce compbivez les mammiféres a été montrée par
des études génétiques chez la souris ou des anuhéfigients en Cyt-c ont une surproduction
de cellules neurales, due a un déficit d’apoptsesdraduisant alors par une mort prénatale ou
périnatale. Les cellules dérivées de ces animafisgielits en Cyt-c ont une activité caspase-3
réduite. Dans ce cas, la formation de I'apoptosaraesemble pas indispensable ni a la
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formation du systeme immunitaire ni a I'activatides caspases, mais il peut constituer une
boucle d’amplification (c’est-a-dire un effet febdek) de la cascade apoptotique (van Gurp
et al, 2003).

Cytochrome ¢

AlF

CYTOPLASME @

Apoptost

MITOCHONDRIE

Vi
Bcl- caspase-3
+ T
e

Apoptosome

m caspase-9 active
Cytochrome ¢ 2%
~ [ 1T

APAF-1 —>

DED

Figure 16 : Formation de I'apoptosome suite a la libératiorcgiwchrome ¢
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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 précurseu6d KDa constitué de trois domaines
protéiques : la région N-terminale qui contientdamaine de localisation mitochondriale, un
domaine central et un domaine C-terminal homologueelui des NAD-oxydo-réductases
bactériennes, portant deux domaines de localisatiociéaire (Figure 17). Une fois le
précurseur introduit dans la mitochondrie, il ebtécet libere son domaine N-terminal,
donnant naissance a la protéine mature : une ftat@ipe de 57 KDa. Cette flavoprotéine a
une fonction duale de NAD(P)H oxydase et monodé&bgslrorbate réductase mitochondriale,
ce qui lui confere le réle de facteur apoptogénan Sctivité oxydo-réductase n’est pas

essentielle a sa fonction apoptotique étal, 2002).

AIF sous forme de précurseur

N C
Domaine de Domaine central Domaine homologue
localisation des NAD-oxydo-
mitochondriale réductases

~—~ — Y
67 KDa

AlF sous forme mature dans la mitochondrie une foislivée
C

Domaine central Domaine homologue
des NAD-oxydo-

réductases

—_—

57 KDa

NLS : « Nuclear Localization Signal »

Figure 17 : Structure schématique du précurseur de la prot#iReet de sa forme

mature dans la mitochondrie
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Aprés un stimulus apoptotique, I'AlIF est libéré parmitochondrie (Figure 18),
transloque dans le noyau des cellules en apoptaiet une condensation de la chromatine et
segmente I’ADN en fragments de hauts poids moléesd50 Kpb) (Ravagnaet al, 2002).

En 2002, Ye a déterminé par cristallographie, facstire de I'AlF et a mis en évidence une
région fortement positive a sa surface, suggénaatinteraction directe de I'AlF avec '’ADN.
Le mécanisme d’action de I'AIF est encore mal comais sa liaison a I’ADN pourrait, d’'une
part entrainer un changement conformationnel dehl@matine, dont la désorganisation
aboutirait a des cassures, et pourrait d’autre pagmenter sa sensibilité aux nucléases
induisant ainsiyia un mécanisme indépendant des caspases, la dégnapattielle de la
chromatine. L'interaction de I'AIF avec 'ADN esmhdispensable a sa fonction apoptotique.
Au cours du processus apoptotique, la translocat®tiAlF, de la mitochondrie au noyau,
est une action essentielle observée dans lesezhuimaines ou de souris.

La surexpression de Bcl-2 empéche la redistributie AIF dans des lignées cellulaires de
mammiféres (Susimet al, 1997). Effectivement, la protéine Bcl-2 contr§@uverture des
pores mitochondriaux, qui se fait en présence de(8aere Bax/Bcl-2).

Il a été démontré que lorsque AIF est micro-injetdés le cytoplasme de cellules intactes, il
induit la chute du potentiel mitochondrial membiiegal’exposition des phosphatidylsérines
a la surface de la membrane plasmique et des roaitiifins nucléaires (Feet al, 2000). Ces
mémes effets sont obtenus dans des cellules tcaésfepar un mutant AIF accumulé dans le
noyau des cellules qui ne posséde pas de sigratdksation mitochondriale. En revanche,
dans ce cas, ces effets ne sont pas inhibés pauueepression de Bcl-2 ou des inhibiteurs de
caspases. Le fait, que AIF micro-injecté dans lmmgsme de cellules intactes induise la
chute du potentiel mitochondrial membranaire, erprun effet amplificateur apoptotique de
I’AIF sur la mitochondrie.

L’AlF provoque I'apoptose dans les cellules défites en APAF-1 ou en caspase-3 (Loeffler
et al, 2001).

La protéine Hsp 70 (Heat Shock Protein) a été tieacemment comme un inhibiteur

endogene de I'AlRn vitro etin vivo (Ravagnaret al, 2002).

Smac/Diablo: Smac (Duet al, 2000) et Diablo (Verhageet al, 2000) sont une
méme protéine mitochondriale libérée lors de I'apsp (Figures 15B et 18). La libération du
Cyt-c et la formation de I'apoptosome ne sont s deuls mécanismes aboutissant a la
cascade des caspases. Cette protéine, synthatiseéasforme d’'un précurseur de 29 KDa,

est transloquée du cytoplasme vers la mitochompléiee a son domaine N-terminal qui
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posséde un signal de localisation mitochondriatepf&curseur est ensuite clivé pour donner
naissance a une protéine mature de 23 KDa. En sépdmlifférents stimuli apoptotiques, la
protéine Smac/Diablo mature est relarguée dangttesal ou elle agit comme un inhibiteur
des IAPs (Inhibitor of Apoptosis Proteins).

Les IAPs cellulaires ont pour fonction de bloquectivation des pro-caspases et ainsi
d’inhiber I'activité des caspases matures. En g8etac/Diablo forme un dimere en se liant a
XIAP (membre de la famille des IAPS) ; ce dimerepéphe la liaison de XIAP aux caspases
et ainsi leur inactivation (Ravagnai al, 2002). La famille des IAPs est caractériséelgpar
présence d'un ou plusieurs domaines BIR (BaculsviAP Repeat), motifs de 70 acides
aminés tres conserves que ce soit chez la levuchemi’homme. Ce domaine leur permet de
se lier sur la séquence d’acides aminés spécifi(ilasThr-Pro-Phe) des caspases-3 et -9 et
sur celle (Ala-Val-Pro-lle) de Smac/Diablo. Par myde, la liaison de Smac/Diablo au
domaine BIR2 de XIAP empéche la protéine XIAP diian I'activation des caspases-3 et -7
(Figure 18) (8 IV.4.4.2)). En revanche, la fonctighysiologique mitochondriale de
Smac/Diablo est inconnue (Van Guapal., 2003).

La protéineOmi/HtrA2 a été identifiée comme un nouvel inhibiteur deB3ACette
protéine est un précurseur de 49 KDa. Comme paurlgres facteurs apoptogenes, elle
migre vers la mitochondrie ou son signal de loadilim mitochondriale est clivé pour donner
naissance a une protéine mature de 37 KDa. OmitHfah partie de la famille des protéases
a sérine et est confinée dans l'espace intermeralbeamitochondrial. Sous I'action de
facteurs comme la staurosporine, TRAIL ou les UMmifBitrA2 est relarguée dans le
cytoplasme, ou elle se lie a la protéine I1AP, conBneac/Diablo, pour l'inhiber, facilitant
ainsi l'activation des caspases (Ravagearal, 2002) (Figure 18). Sa fonction n’est pas
clairement connue mais elle pourrait étre surex@eindans des conditions de stress
cellulaires, notamment au niveau du réticulum efa®wpique. La protéine Omi/HtrA2
pourrait étre impliquée dans I'apoptose dépendeniedépendante des caspases (vandtoo
al., 2002). Cette protéine Omi/HtrA2 montre de grandgmilitudes avec la protéine

Smac/Diablo, mais toutes les deux seraient expsrdé#iremment en fonction des tissus.

Endo G est une endonucléase mitochondriale codée panenge nucléaire et son
réle principal est d’étre impligué dans la réplicat du génome mitochondrial. Durant
I'apoptose de cellules de mammiféres, elle estgake par la mitochondrie, puis transloque

dans le noyau pour cliver ’ADN. C’est une molécasspase-indépendante. En 2001, Widlak
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a démontré que 'Endo G est responsable d’'unedpactivage internucléosomal aboutissant a
la formation des « ladders » (fragment de petitlpanoléculaire) dans des noyaux isolés, et
d’autre part de I'obtention de fragments nucléigdeshauts poids moléculaires (Figure 18).
Dans le noyau, elle pourrait agir de concert ameloNase | ou I'hexonucléase. Ainsi I'action
combinée de 'Endo G et de I'AlF, toutes deux mgleres par la mitochondrie, est un
mécanisme totalement indépendant des caspaseS(vpet al, 2003).

Les caspases-2, -3, -8 et {Businet al, 1999a) sont aussi reconnues comme étant
des protéines apoptogenes relarguées par la middeodurant le processus apoptotique
(Figures 15B et 18).

Les molécules apoptogénes citées précédemment esginlbs seules connues a
I'neure actuelle ; cependant, il n'est pas excle dlautres protéines soient identifiées dans

les années a venir.

La voie apoptotique mettant en jeu la mitochonduevoie apoptotique intrinséque
comprend (Figure 18) :
% une voie mitochondriale dépendante des caspasasfantervenir les caspases-3, -9 et
le Cyt-c,
%+ une voie mitochondriale indépendante des caspasesf intervenir I'AlF et 'Endo G.
Ces deux voies aboutissent aux modifications mdqgiigues nucléaires terminales
de I'apoptose.
En ce qui concerne la chronologie des événementécolaires, les travaux publiés sont
contradictoires. En effet le cytochrome ¢ ou I'AHgteurs clé de chacune de ces deux voies
mitochondriales, seraient relargués de la mitochiend la suite de la chute du potentiel
transmembranaire mitochondrial et de 'ouverturse geres. D’autres auteurs proposent que
ces deux protéines, une fois libérées, seraientgiar-contrdle les déclencheurs de la chute
du AWm (van Gurpet al, 2003). Les avis des chercheurs divergent aussi’'@dre de
relargage du Cyt-c et de I'AlIF (Caneééal, 2002a,b). En effet pour certains, le relargage d
Cyt-c précéde celui de I'AlF alors que pour d’asireAlF serait libéré de la mitochondrie
bien avant le relargage du Cyt-c. Par exemple,derbapoptose induite par la staurosporine
(Susinet al, 1999b) ou lors de I'infection de cellules Hetr fe HIV-1 (Ferriet al, 2000), le
relargage de I'AlF précede celui du Cyt-c.
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IV.2. Phase de régulation des voies intrinseque ektrinseque, par les

protéines membres de la famille Bcl-2

Les membres de la famille Bcl-2 ont une importadiaes la phase de régulation des
voies de signalisation de la mort cellulaire : voierinseque et voie extrinseque. Le plus
souvent, les signaux inducteurs d’apoptose semidtret modulés par les genes de cette
famille. Cette modulation se situe en amont detiVation de la phase exécutrice faisant
intervenir les caspases. La famille de protéinds2Bmomprend aussi bien des protéines pro-
apoptotiques (comme Bax, Bak, Bad, Bid, Bim, Bgl-¥tc ...), qu’anti-apoptotiques (Bcl-2,
Bcl-X, Bcl-W, Bcl-B, etc ...) (Figure 19). Le proto-oncaogeBcl-2 a été le premier membre
découvert dans les lymphomes folliculaires de tpéTsujimoto & Croce, 1986). Il est
capable de bloquer I'apoptose induite par un gramubre de facteurs ; c’est un régulateur
négatif de I'apoptose.

La fonction majeure des membres de la famille BesRde moduler directement la
perméabilitt membranaire mitochondriale et de &gul libération des molécules
apoptogenes (ou Intermembrane Mitochondrial ProteirsIMPs). Les membres anti-
apoptotiques contrdlent la fermeture des poreséguestrent les sIMPs, alors que les

membres pro-apoptotiques font I'inverse.
IV.2.1. Structure des protéines membres de la fanid Bcl-2

L’alignement des séquences protéiques des membrizsfdmille Bcl-2 a permis de
définir quatre régions de "forte conservation" dgpe domaines BH (Bcl-2 Homology) de 1
a 4. Ces membres sont classés en deux groupes,atitirapoptotique et l'autre pro-
apoptotique qui se scinde lui-méme en deux souspg®(Tsujimoto, 2003 ; Borner, 2003) :
« Le groupe anti-apoptotique ouBkl-2-like survival factors », (Figure 19A) : les
membres de ce premier groupe contiennent 4 dom&Heslont le domaine BH4
spécifique a la survie, et absolument essentielt& ¢onction de survie. Ce groupe
comprend les membres anti-apoptotiques Al, Bcle?-VB, Bcl-X,, Mcl-1...
+ Le groupe pro-apoptotique comporte deux sous-go(figure 19B) :
+ Le 1* sous-groupe Bax-like death factors» comporte un multidomaine BH.

L’absence du domaine BH4 peut expliquer leur farcpro-apoptotique, mais

87



ce n'est pas le seul critere. En effet, le dom&He3 est, en absence de BH4,
spécifique de I'apoptose. Ce groupe comprend entire Bax, Bak, Bok...
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Figure 19 : Classification des membres de la famille Bcl-2
D’aprés Borneet al, 2003.
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« Le 2™ sous-groupe BH3-only death factors» comprend des membres
possédant tous un domaine BH3 considéré commegmalsie mort. Nous

pouvons citer comme exemple Bik, Bad, Bid et Bim.
IV.2.2. Mécanismes d’action des protéines membre®da famille Bcl-2

Les protéines membres de la famille Bcl-2 intersgig entre elles, formant des
homodiméres ou des hétérodimeres. La quantitéivelde chaque protéine dans la cellule
détermine la sensibilité a un signal de mort (Ad&@ory, 1998). Les membres anti- et pro-
apoptotiques semblent avoir des localisations slibdaires différentes. Les membres anti-
apoptotiques siegent au niveau des membranesatadhildes mitochondries, du noyau et du
réticulum endoplasmique (RE), alors que les pre®impro-apoptotiques auraient une
localisation cytosolique ou prés des microtubuléise grande majorité des protéines de cette
famille contient une partie carboxy-terminale hymhvobe qui leur permet de s’ancrer au
niveau de la membrane externe mitochondriale, égagement au niveau du RE et du noyau.
Par exemple, Bax est soit cytosoligue, soit ancrélaamembrane externe (ME)
mitochondriale ; a l'inverse, la protéine Bcl-2 estujours localisée au niveau de la
mitochondrie. A la suite d’'un signal apoptotiquess membres pro-apoptotiques s’inséereraient
dans la membrane mitochondriale pour induire langabilité membranaire mitochondriale
(Crompton, 2000). Bax mais aussi Bak seraient mesgdes de |'ouverture des pores
mitochondriaux entrainant la chute A&m. En revanche, Bcl-2 et BclXassureraient le
fonctionnement des pores et empécheraient le egargu Cyt-c, favorisant ainsi la survie
cellulaire. Les membres anti-apoptotiques pourtaieontréler I'ouverture du pore
membranaire mitochondrial ou séquestrer la molé&lHAF-1 et ainsi inhiber I'activation
des caspases (Tsujimoto, 2003). La capacité dtinsedans la membrane mitochondriale des
protéines Bcl-2, Bax, Bid et BclX serait due a leur analogie structurale avecdemés
bactériennes qui sont capables de former des poreles canaux transmembranaires (Gross
et al, 1999) modulant ainsi la libération des sIMPs ithMa & Rottenberg, 2001). D’autres
auteurs suggerent que ces protéines anti-apopéstisourraient aussi étre liées a I'interaction
avec VDAC (Vander Heideet al, 1999 ; Zamzami & Kroemer, 2001 ; Borner, 2003).

Les fonctions des membres pro-apoptotiques dentdlléaBcl-2 sont régulées par

des modifications post-traductionnelles comme lessphorylations-déphosphorylations, le
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clivage, la séquestration dans le cytoplasme, massi la protéolyse (Grost al, 1999 ;
Borner, 2003) (Figure 20).

% Bad est une protéine phosphorylée en présence deufactke croissance, ce qui
provoque sa séquestration dans le cytoplasme pamotaine 14-3-3. A la suite de
signaux apoptotiques, comme la privation en cytekiou en facteurs de croissance,
ou comme la liaison d’'un ligand & un récepteur detnBad est déphosphorylée pour
former des hétérodimeres avBcl-X . ou Bcl-2 par liaison avec son domaine BH3.
Seule la forme non phosphorylée de Bad est capiadier Bcl-X_ (Fanget al, 1999).

% A la suite de I'action du TNIe ou du traitement par le ligand FasL/CD95L, a la
surface de la cellule, le domaine N-terminal deptdatéine pro-apoptotiquBid est
clivé par la caspase-8, générant une protéine tkmn(tBid) de 15 KDa qui transloque
et s’ancre dans la mitochondrie. Cette forme tréegpourrait étre indispensable au
relargage du Cyt-c. On suppose que la forme trongeéBid s’associerait a Bax par
son domaine BH3 pour entrainer un changement amafitonnel (Desaghest al,
1999 ; Weiet al, 2001) et ainsi le dysfonctionnement de la mitochie. En effet, a
la suite d'un signal apoptotique, les protéines-apoptotiques telles que Bax,
changent de conformation pour s’ancrer sous forthentodimére au niveau de la
ME mitochondriale, et induisent sa perméabilisgtimwdulant ainsi la libération des
facteurs apoptogénes. Il est décrit que Bid padursarvir de chaperon &ax
(Desagheet al, 1999).

« D’autres membres pro-apoptotiques sont séquesires ld cytosplasme. La molécule
pro-apoptotique Bim est essentielle a l'apoptose durant I'embryogéneden
inactivation est provoquée par sa séquestratioruparprotéine du cytosquelette, la
dynéine. A la suite d’'une privation en facteurscd@ssance, ou de dommages causés
par des irradiations UV, Bim, par exemple, estrébée la dynéine et relargué dans le
cytosol ; il se lie alors aux membres pro-apopt@s] Récemment il a été démontré
gue Bmf est aussi séquestrée par une autre protéine dsgemlette, la myosine
(Borner, 2003).

s L'expression des gene®8ax, Bcl-2, PUMA (P53-Upregulated Modulator of
Apoptosis) (Nakanet al, 2001 ; Yuet al, 2003) etNoxa (BH3-only member of the
Bcl-2 family) (Odaet al, 2000) est régulée au niveau transcriptionnellparotéine
suppresseur de tumeur p53. L'expression des pestdiftl-1, Bel-X et A-1, seraient
aussi regulées. Ainsi, certains membres de la laBitl-2 subiraient une régulation
transcriptionnelle (Miyashitat al, 1994 ; Schuler & Green, 2001).
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Signaux apoptotiques
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O \\ “ BH3-only death factor ”
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Mitochondrie .
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I’ADN

Figure 20 : Les différentes régulations des membres de la lafidl-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 phémragncascade d'évenements
enzymatiques qui va amplifier la réponse de lautelpar rapport au stimulus initial (Figure
21).

Amplification

Récepteur Protéines Protéines Protéines
Stimulus —> Senseur _, adaptatrices_, initiatrices —y effectrices —» APOPTOSE

eLigands *Recepteur Fas/  *FADD/TRAF/ «Caspase-8 . :
TNF/TRAIL RAIDD -Caspase-3 %eglfi%al\tl'on
*Divers signaux sMitochondrie *APAF-1 *Caspase-9 ©
inducteur

Figure 21 : Représentation de la cascade apoptotique

exemples la voie du récepteur de mort et la votechondriale

La plupart des modifications morphologiques obsesvédans les cellules
apoptotiques résulte de l'activation de la cascdele caspases. Ces dernieres ont un réle
primordial dans I'étape d’exécution du processuspagiique. Elles ont chacune une fonction
déterminante lors du déroulement de la phase dagcqui précede la dégradation et la
fragmentation de I’ADN, stade ultime de I'apoptokes caspases sont hautement conservées
au cours de I'évolution ; elles sont retrouvéeszdee hommes, les mammiferes, ainsi que les
insectes et chez le némato@aenorhabditis elegan@Budihardjoet al, 1999 ; Earnshawt
al., 1999).

IV.3.1. Classification et structure des caspases

Les caspases sont des protéases a cystéine eewntcdractéristiques communes
quelles que soient la caspase : leur site catalyticontient un résidu cystéine, et elles
possedent une spécificité stricte de clivage deslawbstrats apres un résidu aspartate
(Margolin et al, 1997). Les seules protéases eucaryotes conmweescatte spécificité de

clivage sont les caspases et le granzyme B (Thognbeal, 1997a).
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IV.3.1.1. Classification

Les caspases ont été impliquées dans I'apoptoselavkEcouverte du gemed-3a
partir du nématod€aenorhabditis eleganst l'identification d'un analogue, puis de son
produit (CED-3) chez les mammiferes : la protéasgsdéine ICE (InterleukirgtConverting
Enzyme) (Miuraet al, 1993). Ces travaux précurseurs ont conduit derfiification d’'un
nombre croissant de protéases a cystéine, présatgarhomologies de séquences avec la
protéine CED-3. Ces protéases présentent une igfiéctricte de clivage de leur substrat
apres un résidu acide aspartiqgue. En 1996, Alneindoll. propose une nomenclature qui
regroupe les protéases a cystéine sous le nooagfmsepour 'tysteineaspartate-specific
protease’, ou «c » désigne le résidu cystéine du centre catalyt{@ACXG ou X = un acide
aminé quelconque) (Figure 23)asp» définit la spécificité stricte de clivage dedbsiats
aprés un résidu acide aspartiqgue aese» désigne une enzyme. L'ICE, qui fut la premiére
caspase identifiée, a été rebaptisée caspase-1.

Il existe aujourd’hui plusieurs classificationsabs protéases (Figure 22) :

(1) La 1°'® classification se base sur 'analyse phylogénétiges caspases et a
permis de définir trois sous familles : la famille la caspase-1 (les caspases-1, -
4, -5, -11), la famille de la caspase-2 (les capas -9) et la famille de la
caspase-3 (les caspases-3, -6, -7, -8, -10) (Ainenai, 1996).

(2) La 2™ classification est basée sur la spécificité dessabdes caspases ; ces
dernieres sont classées en trois sous groupesaspmses du groupe | dont le
substrat préférentiel est [W/LJEHD, les caspasesgohwpe Il qui exigent un
résidu aspartate a la fois en position -1 et edu-4ite de clivage protéolytique
(DXXD), et les caspases du groupe Ill qui sont raaiestrictives vis-a-vis du
résidu amino-acide en position -4 (XE[I/T/H/V]D)Kdrnberryet al, 1997b).

(3) La FMe classification s’appuie sur les fonctions desédéhtes caspases. Deux
grands groupes ont été ainsi définis: les caspasesliquées dans
linflammation, responsables de l'activation desto&nes, et les caspases

apoptogenes activées au cours de la transductionsijnal de mort.
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Les caspases apoptogénes se répartissent en dripegren fonction de leur
réle dans la voie de signalisation de I'apoptose :

- Les caspases initiatrices (ou regulatricesyont des caspases possedant
des pro-domaines longs, activées au cours de keplimitiation de I'apoptose ;
ces caspases comprennent les caspases-2, -8,ull(apwie des récepteurs de
mort, et la caspase-9 pour la voie des mitochosadrie

- Les caspases effectrices (ou exécutricespnt des caspases a pro-
domaines courts, activeées en cascade par des easpdmtrices et impliquées

dans la phase d’exécution de I'apoptose. Ce serddspases-3, -6, -7 (Alnemri,

1999).
Substrat
Caspase Groupe préférentiel
caspase-1 | (W/L)EHD-X/YVAD-X g
. () =
Famille de la caspase-4 | (W/L)EHD-X ° 9 o
caspase-1 S £ -
caspase-5 | WEHD-X 39 -
caspase-11 | ? g° =
{ caspase-3 || DEVD-X 2 @
2]
{ caspase-7 || DEVD-X &%
2]
. c Q (D)
Famille de la caspase-6 ||| VEHD-X/VEID-X 0% aQ
caspase-3 — a
P caspase-8 |l LETD-X §
0
caspase-10[ll  IEXD-X/LEXD-X @ é <
o5
Famille de la caspase-9 |I| LEHD-X §;§
=
caspase-2 caspase-2 Il VDVAD-X/DEHD-X — _
Figure 22 : Classification des caspases
(D’aprés Alnemri et al, 1996 ; Thornberryet al, 1997b; Alnemri, 1999 ;
Zimmermanret al, 2001)
D=aspartate, E=glutamate, H=histidine, I=isoleucine=leucine, T=thréonine,

V=valine, W=tryptophane, Y=Lysine
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A ce jour 14 caspases différentes, dont le poidecntaire varie de 32 a 55 KDa, ont été

identifiées chez 'Homme, a I'exception des caspdskeet -13 (Leblanc, 2003) (Tableau 4).

Nom | Espéce Sitede | sequence | Pro- Fonction Protéine | Chromo-
P clivage dans  ;jpje domaine (voie) adaptatrice | Some
le zymogene
. TTPLD/S | YVAD X .
Ca?fase HSuOmuﬁ;n FEDDIA YEVD 1 X Long Inflammation (CARD) 11922
DQQD/G Initiatrice
Caspase Humain / VDVAD | X Long (Apoptose) RAIDD 7935
-2 Souris EESD/A | pEHD. X Extrinseque | (CARD)
DNKD/G
Caspasg Humain | IETD/S | DEVDiX | . | Effectrice
-3 Souris DMQD! X ou (Apoptose) 4934
C WVRD/S LEVD! X Inflammation
aspase Lumain (W/EHD: | Long | Apoptose | (CARD) | 11q22
-4 LEED/A X
Caspase .| WVRDS/S | (W/L)EHD! Inflammation
5 Humain LEAD/S X Long Apoptose 11022
. DVVD/N '
Caspase Humain VEHD | X Court (iﬁ?)cttrcl)CSZ) 4025
6 | souris | TEVDA | yEpx bop
TETD/A
Caspasg Humain | |QAD/S Effectrice
VETD/S Initiatrice
Caspase Humain IETDI X (Apoptose) FADD 2033
-8 Souris LEMDI/L LETD! X Long Extrinseque (DED)
REQD/S
PEPD/A Initiatrice )
Ca?gase Humain DOLD/A LEHDI X Long (Apoptose) ?&:PAAFIQ:S 1934
Q Intrinséque
Initiatrice
Caspase Humain IEAD/A IEAD | X Long (Apoptose) FADD 20933
-10 N (DED)
Extrinseque
C Souris Inflammation
oitaet52 7 Long (?-) ?
Humain) Apoptose ?
Caspase Humain ? Long Inflam;nanon 11922
-12 Souris Apoptose (2+
Caspase Humain ? o 5
-13 Bovin ' Long '
Caspasg Humain ? Court | Effectrice ? 19p13
-14 Souris

Tableau 4 :La famille des caspases
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IV.3.1.2. Structure

Les caspases sont synthétisées sous une formeévénagipelée zymogene (pro-
enzyme de 30 a 50 KDa). Elles ont une structure ¢oiservée, constituée de trois parties
(Figure 23) :

* le pro-domaine N-terminal (23 a 219 acides amimgs)semble jouer un réle
dans les interactions « protéines-protéines » e$ ¢tk régulation de l'activation
de ces enzymes (Thornbeetyal, 1997b) ;

* la grande sous-unité p20 (17-21 KDa) qui portecietre catalytique ;

» la petite sous-unité p10 (10-14 KDa) qui peut étparée de la grande par des

domaines « spacers » éliminés lors de la maturation

La maturation de chaque précurseur de caspasezgmerfonctionnelle, nécessite
au moins deux clivages : le premier entre la grasales-unité (p20) et la petite sous-unité
(p10), le deuxieme entre le pro-domaine et la ggasalis-unité. Ces clivages se font toujours
au niveau d'une liaison Asp-X (ou X est un aminaacvariable), par l'intermédiaire
d’autres caspases ou par la caspase elle-méme§(Wid.2.1.). Ce clivage génére deux
fragments (Nicholson & Thornberry, 1997), c’estiie dleux hétérodiméres composés chacun
de I'association des deux sous-unités, et compteshamc deux sites catalytiques QACXG
(Budihardjo et al, 1999). La caspase active posséde donc une wsgutétramérique

composeée de deux grandes sous-unités (p20)x2dsidkepetites sous-unités (p10)x2.
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Pro-caspase (caspase inactive) ou forme zymogene

N |

QACXG
_ Grande sous- petite sous-
Pro-domaine unité (p20) unité (p10)
| | | C
Asp-X Asp-X
1% clivage
QACXG g
| | Enzyme
| partiellement
2°™ clivage clivee
QACXG QACXG
| | | + | |
Homodimérisation
QACXG

Caspase mature ou
caspase active

|
X = acide aminé variable QACXG

Figure 23 : Structure et mécanisme d’activation des caspases
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IV.3.1.3. Caspases initiatrices / caspases effeces
Les caspases ont été classées d'aprés la spéaifecieur substrat ou la taille de leur
pro-domaine (Zimmermargt al, 2001 ; Leblanc, 2003) (Tableau 4).

Selon la taille de leur pro-domaine, deux classesagpases se distinguent (Figure 24) :

* les caspases a pro-domaine lohes caspases-1, -2, -4, -5, -8, -9, -10, -12 etl-13

Les caspases possédant un pro-domaine long socdidpases ditanitiatrices (ou
régulatrices). Les caspases initiatrices se situent en amontladecascade de
signalisation. Elles ne participent pas directem&nkapparition des modifications
morphologiques et biochimiques caractéristique$agmptose, mais elles auront pour
fonction d’activer les caspases effectrices.

Selon la voie apoptotique empruntée, les caspasesrices se lient, par leur pro-
domaine, a différentes protéines adaptatrices.chspases initiatrices et les protéines
adaptatrices se lient par leurs domaines analggoreslistingue deux sortes de maotifs,
les domaines DED/DED et les domaines CARD/CARD :

- Les caspases-8 et -10 intervenant au cours dei¢aextrinseque possédent des
domaines DED et se fixent a la protéine adaptatié®D par son DED, avant
activation.

- Les caspases-1, -2, -4 et -9 possedent des desn@ARD qui permettent, avant
activation, leur recrutement au niveau de complg@xettiques tels que RAIDD (RIPK1
Domain containing Adapter with Death Domain) poarchspase-2, par exemple, et

APAF-1 pour la caspase-9.

* les caspases a pro-domaine coles caspases-3, -6, -7 et -14 .

Les caspases qui possédent un pro-domaine cowitusmt en aval des caspases
initiatrices. Ce sont les caspasaffectrices (ou exécutrices) Leur activation par les
caspases initiatrices aboutit a un fonctionneméneml cascadeet aun phénomene
irréversible. L'activation des caspases effectrices conduitlatage de nombreuses
protéines cellulaires, aboutissant aux étapes teles et ultimes de I'apoptose. Les
caspases -3, -6 et -7 sont les caspases directamphquées dans I'exécution de

I'apoptose.
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D’autres caspases, comme les caspases-1, -4,1;5;12, sont impliquées dans les
processus inflammatoires, principalement dans ileg@é protéolytigue des cytokines pro-

inflammatoires comme I'lL1 et I'lL8 (Amarande-Mergl& Green, 1999).

Pro-domaine long

e —— Spacer
DED1 DED2
Fapp WDED [ DEDM | | | | | Pro-caspase-8
4 HQoED F o £ =
5 i i |
§ V Clivage
£ —
= Caspase-8
Pro-domaine court
Protéines
adaptatrices — | | | |
o Pro-caspase-3,-6,-7
=
'g Caspase-9 o 3 6.7
5 aspase-3, -6, -
=
3
E A Clivage
K=
= CART | | |
v [wr v 3 %
APAF-1 [l erHCATDH N | | | Pro-caspase-9
Err BT CART) 7< a<
i | I

CARD

Pro-domaine long

DED : Death Effector Domain ; CARD  Caspase Recruitment Domain
WD - 40 répétitions tryptophane [ acide aspartique | NBD - Mucleotide Binding Domain

Figure 24 : Activation séquentielle des caspases
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IV.3.2. Activation et régulation des caspases

Etant donné I'importance des caspases dans legauE@poptotique, leur activation

est bien entendu extrément régulée.

IV.3.2.1. Mécanismes d’activation

Trois mécanismes d’activation ont été identifiéerfgartner, 2000) (Figure 25) :

< Le 1* mécanisme est l'activation par une caspase owadicih en cascade
(Figure 25A).

Cette stratégie d’activation en cascade est wtiligéur I'activation des caspases
effectrices 3, 6 et 7. Elle est tres efficace paaplifier les signaux pro-apoptotiques
mais elle ne permet pas d’expliquer linitiation dwecanisme en amont de la
cascade.

< Le 2™ mécanisme est I'activation par proximité induite auto-activation
(Figure 25B).

La caspase-8 est la caspase la plus en amontalaasdade apoptotique induite par
les récepteurs de mort cellulaire. Lorsque cesptéaes fixent leur ligand, ils se
regroupent pour former des complexes membranairesurs domaines
intracellulaires recrutent, grace a des protéindaptatrices telles que FADD,
plusieurs pro-caspase-8. Ceci se traduit par uaedgr concentration locale en
zymogene. Dans ces conditions, l'activité intrinsqgde la pro-caspase-8 est
suffisante pour que les pro-enzymes se clivent alleiment et ainsi s’auto-activent
les unes les autres (Figures 24 et 25B).

< Le 3™ mécanisme est 'association avec une sous-unttéatrice (Figure
25C).

Le mécanisme d'activation de la caspase-9 est diiérent de ceux décrits
précédemment. Le clivage protéolytique de cettpasesn’a que peu d’effet sur son
activité enzymatique. L’activation de la caspaspa@se par son association avec
deux co-facteurs protéiques I'APAF-1 et le cytocheo ¢ (Figure 16). Cette
association stable représente I'enzyme active. KRR et le cytochrome c
constituent donc des sous-unités régulatrices deloknzyme et cet ensemble
s’appelle apoptosome (Figure 25C). Ce dernier edtas gros complexe protéique

dont la structure a été déterminée par cryomicimisaéectronique (Shi, 2002).
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Les caspases effectrices sont généralement acpraéadivage par une autre caspase
située en amont de la cascade alors que les casipitsarices sont plutét activées par des

interactions protéine-protéine.

K-

L] | | —

|
|
|

S
i j
Sl
Uy —
| TR K

!

O + Il

APAF-1 O cytochrome-c

D Caspase-9 & Site actif de la caspase

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 lintervention desasaspau cours du processus
apoptotique est une étape hautement régulée notaimawe niveau de l'activation, de

I'activité et de la production de ces protéases.

+ Reégulation transcriptionnelle des caspases :

Bien que l'apoptose puisse étre déclenchée dagsand nombre de cellules, méme
en absence de transcription ou de synthese pretéiaufmanret al, 1993; Weilet

al., 1996), la régulation de I'expression des gemeprd-caspases reste cruciale sous
certaines conditions. Les ARNm des pro-caspaseisfacitement détectables dans
un grand nombre de types cellulaires, mais en gaavdriable (Earnshaw, 1999;
Thornberryet al, 1997a). Les niveaux de zymogenes sont trésreliffé d'un type
cellulaire a l'autre. LARNmM de la pro-caspase-&, @xemple, est fortement exprimé
dans de nombreuses cellules lymphoides et myéloiddsres alors qu'il n‘est que
faiblement présent dans ['épithélium mammaire atsdees neurones normaux
(Krajewskaet al, 1997). Ainsi, le niveau d'expression de ces emsyvarie. Des
études ont décrit qu’'au cours de l'apoptose, desnes en culturi vitro, ainsi que
des cerveaux de souris vivo, expriment des niveaux plus élevés d'/ARNm de la
caspase 3. Lorsque des cellules leucémiques husnaorg incubées en présence
d'étoposide (inhibiteur de la topoisomérase Il)nikeau d'expression de plusieurs
messagers de pro-caspases (-3, -4 et -6) croifisigivement (Droinet al, 1998).

+ Reégulation par phosphorylation :

De nombreuses études ont rapporté que les protaiteyenant dans l'apoptose
pouvaient étre régulées par des protéines kinggesfhorylation) et des protéines
phosphatases (déphosphorylation) (Anderson, 198attinset al, 1998). En 1998,
Martins et coll. a montré que sur des cellulesdeiques, les caspases peuvent étre
phosphorylée# vivo. lls ont démontré que la déphosphorylation depases était
corrélée a une augmentation de leur capacité @&rciRARP (Poly(ADP-ribose)
polymérase), dont le rble se limite a la détectlea cassures simple brin de 'ADN et
au recrutement des protéines nécessaires a learatigm (Ferneet al, 2000). I

semble quein vitro, cette phosphorylation diminue leur activité enagigue.
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Une autre étude démontre que la kinase Akt phogfghta pro-caspase 9 humaine,
ce qui inhibe son activation (Cardoeteal, 1998), mais elle est incapable de phosphorgter |
caspases -3, -6 ou -7. A ce jour, la nature deolades) kinase(s) responsable(s) de la
phosphorylation des caspases effectrices, ainsiequide physiologique de cette modification
post-traductionnelle, ne sont pas encore démontrés.

La grande famille des protéines homologues a Bde2 un réle majeur dans la
régulation de I'apoptose. Cette régulation passdapenodulation de Il'activité de certaines
caspases, principalement la caspase 9. Ainsi, @@amant la libération du cytochrome c par
la mitochondrie, Bcl-2 et Bcl-Xpar exemple, inhibent la formation du complexe APA
1/cytochrome c/pro-caspase-9 qui est nécessadampaptose.

IV.3.3. Substrats des caspases

IV.3.3.1. Substrats cellulaires naturels

Toutes les caspases possedent un site actif aneystgii reconnait un motif de 4
acides aminés dans le substrat, et le clivent twsjaprés un résidu aspartate. La spécificité
de reconnaissance et de clivage du substrat estmdaée par la nature des 4 acides aminés
du site de clivage (Thornberget al, 1997b). Ce clivage induit soit I'inactivation dubstrat
cible, soit son activation directement par élimmatdu domaine régulateur négatif ou

indirectement en inactivant une sous unité regaa(Figure 26).

Tnactivati Désassemblage
acavratnan
< T 0 s
... N — . Perte
T |:> F\§\J v > |:> ] fonction
| F o
HActivation Lihération d'mn produit actf
A |l cainde
Pam " \ = 5, : N amn
V=0 N N =00\
Substrats monomeariques Complexe multiprotéique

I:I Drornaine régulateur négatif (L7 aprés Hentgarner, 20007

Figure 26 : Les diverses formes de clivage sur les substras,lgs caspases

effectrices.
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Un grand nombre de substrats des caspases a @t@rtéages derniéres années
(Tableau 5). Il s’agit de protéines cytoplasmigaashucléaires, de protéines impliquées dans
le métabolisme, mais aussi dans la réparationAl@N’ Les protéines kinases, les protéines
de régulation de I'apoptose et les protéines inugles dans la transduction du signal, dans
I'expression de génes, dans la régulation du cgelalaire ou dans la prolifération sont
également des substrats des caspases, mais sttta’'dist pas exhaustive (Earnshetwal.,
1999 ; Nicholson, 1998).

A ce jour, il N’y a pas de substrats naturels de@our la caspase-13.

Caspases Substrats
Caspase-1 Pré-Interleukine-1b ; Interleukine-18 ; Lamines
Caspase-2 Golgin-160; Lamines (?)
Caspase-6 ; Caspase-7 ; Caspase-9 ; ADN-pk ; MDB&ES?2 ; Gelsoline ; Fodrine ;
Caspase-3| p-Caténine ; Lamines ; NUMA ; Protéines de HnRN®ppisomerase | ; FAK :
Calpastatin ; p24*" ; PAK-2 ; Présenéline ; PARP ; SREBs ; CACI
Caspase-4 Caspase-1
Caspase-5 Max ; Périphiline
Caspase-6 PAK-2 ; PARP ; Lamines ; NUMA ; FAK ; Caspase-3értine-18
Caspase-7 PARP ; Gas2 ; SREBI ; EMAPII ; FAK ; Calpastating21"/2"
Caspase-8 Caspase-3 ; Caspase-4 ; Caspase-6 ; Caspaseffas€d® ; Caspase-13 ; PAR
Offre
Caspase-9 Caspase-3 ; Pro-caspase-9 ; Caspase-7 ; PARP
Caspase-10 Caspase-3 ; Caspase-4 ; Caspase-6 ; Caspase{ias&&s
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 substatsaspases dont le role est bien
décrit lors du processus apoptotique :

- La nucléase DFF (DNA Fragmentation Factor) (Lietal, 1998) ou CAD (Enari
et al, 1998 ; Sakahirat al, 1998 ; Sakahirat al, 1999 ; Wyllie A, 1998) est présente au
niveau des cellules sous la forme d'un complexetihaelle est associée a sa sous unité
inhibitrice nommée ICAD (Inhibitor of Caspase-A@ted DNase) (Enaret al, 1998 ;
Sakahiraet al, 1998 ; Sakahirat al, 1999 ; Wyllie A, 1998). Le clivage de la soustén
inhibitrice ICAD par la caspase-3 aboutit a la tdién et a l'activation de la sous unité
catalytigue CAD. Cette activation est responsatde dladder d’ADN », décrits pour la
premiere fois par Wyllie H en 1980. En effet, cetteeléase découpe '’ADN génomique entre
les nucléosomes, générant ainsi des fragments d’Al@N180-200 pb mais aussi des
oligonucléosomes donnant aprés migration sur gatjatbose un profil en échelle appelé
«ladder».

- Le clivage des lamines nucléaires par la casPasst responsable du
rétrécissement et du bourgeonnement cellulaire (@aal, 1996 ; Buendiaet al, 1999)
(Tableau 5).

- De méme, le clivage de la PAK-2 (P21 Activatethd§e-2, membre de la famille
des kinases activées par la protéine p2l1 ras (dab%) par la caspase-3 serait aussi
responsable du bourgeonnement observé dans legesetipoptotiques (Rudel & Bokoch,
1997 ; Zimmermanret al, 2001). L’activation de la protéine PAK-2 a liaprés le clivage
entre la sous-unité inhibitrice et la sous-unitélgéque.

- La perte de la forme générale de la cellule est du clivage des protéines du
cytosquelette par la caspase-3. Les protéines tthsauyelette sont la fodrine (dissociation de
la membrane plasmique et du cytosquelette) etltlyge (formation des corps apoptotiques)
(Kothakotaet al, 1997 ; Zimmermanat al, 2001) (Tableau 5).

- La PARP est constitutive du réseau de surveilashe génome développé par les
cellules eucaryotes. Son activation est produitdgpeeconnaissance des cassures simple-brin
de I'ADN, aboutissant a la poly (ADP-ribo)sylatiatiun certain nombre de protéines
chromatiniennes, dont les histones et la PARP reieie. Cette propriété joue un role
essentiel dans la réparation par excision des l&sesetet al, 2000). La PARP est clivée
par les caspases -3, -6 et -7, lors de I'apoptoseclivage la rend ainsi inactive et elle ne peut
donc pas remplir ses fonctions de réparation d®NAKaufmann, 1989 ; Lazebnikt al.,
1994 ; Tewaret al, 1995) (Tableau 5).
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IV.3.3.2. Substrats de synthése

Les études portant sur la spécificité des caspasdiguent qu’il existe deux
particularités trés conservees pour ces enzymesacide aspartique (D) en position -1, et la
présence de 4 résidus d'acides aminés en amoniteldes clivage. En déterminant les
séquences tétrapeptidigues reconnues pour uneseaspasidérée, il a été alors possible de
déterminer des séquences consensus et de constesirsubstrats de synthese pour étudier
I'activation d’une caspase donnée. De petite tdille peptides synthétiques miment les sites
de clivage des caspases. Pour identifier ou détadermouvelles protéases, divers essais ont
utilisé de nouveaux substrats peptidigues de sgatlygii ont été construits pour s'adapter
spécifiguement aux sites actifs de I'enzyme. Céstsats ont genéralement une structure de
type Ac-XXXD-AMC, et en fonction de leur séquends sont efficacement reconnus et
clivés par une caspase déterminée. Par exempbk£diaence -LEHD- est reconnue par la
caspase-9, tandis que la séquence -IETD- est raeopar la caspase-8. Mais certaines
séquences ont des spécificités plus ou moins gsaedefonction des activités caspases
considérées. Le substrat le plus utilisé est Ac-DEAMC, actuellement décrit comme
spécifiqgue de la caspase-3. La séquence -DEVDs®&st des recherches faites sur la PARP
(Poly-ADP-Ribose Polymerase) et sur la DNA-PK (DIRfotein Kinase) qui sont toutes
deux des substrats de la caspase-3 (Thornkeemy, 2000). Cependant, il semblerait que la
séquence DEVD ne soit pas uniquement reconnueapandpase-3. C'est pourquoi cette
séquence est parfois décrite comme spécifique agsases « caspase-3 like », la caspase-3
étant la plus affine (Stennicke & Salvesen, 2000).

Les substrats contiennent aussi :

- en N-terminal un groupement « bloquant » qui esthpéa digestion des caspases
par les aminopeptidases. Les groupements « bloguaont z (benzoxycarbonyl-) ou Ac
(acétyl-).

- en C-terminal un groupement « rapporteur », &jaau peptide en position 1 (P1)
qui est libéré apres clivage par la protéase ac@eegroupement est un fluorochrome qui
permet de doser par fluorimétrie l'activité enzyima¢ des caspases. Les groupements
rapporteurs les plus fréquemment utilisés sontdeniho-4-méthylcoumarine (AMGx 380
nM Asm 460 Nm) ou le 7-amino-4-trifluorométhylcoumarimd=C, Aex 405 nmism 500 Nm) en

fluorimétrie et lep-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 egltié mammiféres se regroupent en
trois famille : les protéines anti-apoptotiques rbees de la famille Bcl-2, FLIP et IAP.

» La protéineFLIP (FLICE Inhibitory Protein) régule le recrutemenmt ld caspase-8 par les
récepteurs de mort (Irmlet al, 1997). Cette protéine contient deux domainescedirs
de mort cellulaire (DEDs) qui vont lui permettresielier aux pro-domaines des caspases -
8 ou -10 et ainsi empécher leur recrutement aueptéars de mort, notamment les
récepteurs TNF-R1 et Fas/CD95 (Okanal., 2003) (Figure 27). FLIP a été décrit comme
pouvant protéger de l'apoptose (dual, 1997; Irmleret al, 1997; Srinivasulat al,
1997; Raspeet al, 1998) ou induire I'apoptose (Hanhal, 1997; Inohar&t al, 1997; Shu
et al, 1997) selon le type cellulaire considéré. Cepahd dans des conditions
physiologiques, FLIP semble fonctionner comme umibikeur de la pro-caspase-8 (Figure
10) et serait un important médiateur de &B-protéine contrdlée par des signaux anti-
apoptotiques (Micheaet al, 2001).

La protéine p53 dégrade FLka la voie ubiquitine-protéasome (Fukazastal, 2001).

Pro—dorilkame long Sous-unité p20 Nous-unité pl0

x ] DED ol | | ¢ Caspase-8 oul0
N DED DED caspase-3 like (s c-FLIP L
N || DED DED C ¢FLIP g

Figure 27 : Structure schématique de la protéine FLIP

c-FLIP long a un domaine, homologue a celui depases-8 ou -10, nommé "caspase-like domain” et

deux domaines DED.
c-FLIP short a une homologie proche du virus FlciBst-a-dire deux domaines DED uniquement.
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La protéine IAP (Inhibitor of Apoptosis Proteins) représentent saule famille
d’inhibiteurs de caspases endogenes connus chamlesniféres (Figure 28). Les produits
des génesap de mammiferes, clAP-1 et clAP-2, interagissenttdeeTNF-R et bloquent
I'apoptose (Listoret al, 1996). Cinq protéines humaines apparentéedaaridie IAP ont
été identifiées :

- NAIP (Listonet al, 1996)

- clAP-1 (Rotheet al, 1995) ou HIAP-2 (Listoret al, 1996)

- clAP-2 (Rotheet al, 1995) ou HIAP-1 (Listoet al, 1996)

- XIAP (Listonet al, 1996) ou hILP (Duckett al, 1996)

- Survivine (Listoret al, 1996)

Les protéines clAP-1 et clAP- 2 (cellular-IAP), XPAX-linked Inhibitor of Apoptosis
Protein) peuvent lier et inhiber efficacement despases spécifiques telles que les
caspases-3, -7 et -9, mais pas les caspases-8,e6;10 (Deverauet al, 1998). NAIP
(Neuronal Apoptosis Inhibitor Protein), pour satpast incapable d'inhiber la caspase-9
(Roy et al, 1997), mais peut inhiber la caspase-3 (Mesteal, 2000). Les IAPs, a
I'exception de la survivine, sont caractérisées aomaines BIRs (Baculovirus IAP
Repeats) dans leur partie N-terminale et une p@+ierminale contenant un domaine de
doigt de zinc (RING finger) permettant les interaa$ protéine-protéine. Il semblerait
que clAP-1 et clAP-2 puissent se lier a TRAF-1 ®AF -2 grace a leur motif BIR
(Rotheet al, 1995; Royet al, 1997). Ceci implique que les clAPs puissent exedes
effets inhibiteurs sur I'activation des caspaseavah des récepteurs de mort (Wab@l,
1998). Par ailleurs clAP-1, clAP-2 et XIAP ont éécrits comme des inducteurs de
I'activation de NR<B (Chuet al, 1997) : cette activation pourrait notamment gboer
a l'effet protecteur de NkB dans I'apoptose induite par le ligand TNfVanget al,
1998). Dans la voie mitochondriale, les IAP ceilda se lient directement a la pro-
caspase-9, empéchant son activation et la formdgdfapoptosome avec le cytochrome
c et 'TAPAF-1 (Deverauwet al.,1998 ; Zhanget al, 2009 (Figure 18).

Domaine d’interaction

BIR IAP L. .
protéine-protéine
Y v \
N A C
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n

Figure 28 : Structure schématique de la protéine IAP
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Il est a noter que la protéine Smac/Diablo estninibiteur des IAPs. Au cours de
I'apoptose, la protéine Smac/Diablo est libérédéadmitochondrie et se lie aux IAPs qui ont
pour role d’empécher l'activation de la caspas€&®btte fixation de Smac/Diablo sur IAP
permet le bon déroulement de I'apoptose avec Vatitin de la caspase-9 (Ravagredral,
2002) (Figure 18).

IV.3.4.2. Inhibiteurs de synthése

La premiere démarche a été de remplacer au niveausdbstrats existants le
groupement « rapporteur » (-AMC, etc...) par un gssapnt -CHO (aldéhyde) qui réagit
avec le site catalytique de la protéase et blocueivité protéasique de I'enzyme. Les
inhibiteurs Ac-XXXD-CHO ainsi obtenus, ont une actiinhibitrice réversible. Le blocage de
I'apoptosevia I'inhibition des caspases avec ce type de commsé&lonc tres limité dans le
temps. Le groupement -CHO a alors été remplacé Ieargroupement -FMK
(FluoroMethylKetone) qui forment des liaisons c@rdes irréversibles avec la caspase fixée
(Duval et al, 2002 ; Belletet al, 2004). Les composés de type z-XXXD-FMK sont des
inhibiteurs irréversibles des caspases. En utilisartype d’inhibiteur on peut rechercher dans
un systeme d’étude de I'apoptose si une augmentafi@ctivité caspase enregistrée est la
conséquence (i) soit d’'une augmentation de I'a€étigrotéasique intrinseque de I'enzyme (ii)
soit d’'une augmentation du nombre d’enzymes adiyBeennicke & Salvesen, 2000).

Les inhibiteurs de type Ac-XXXD-CHO sont plutdtligés dans le dosage d’activité caspases
au niveau d’extraits cellulaires, c’est-a-dire det@ines issues de cellules lysées ; alors que
I'inhibiteur de type z-XXXD-FMK est plutdt utilispour bloquerin situ I'activation des
caspases sur des cellules vivantes.

Il existe actuellement un inhibiteur de type z-XXXIMK pour chaque activité caspase de
mammiféres décrite a ce jour. Ainsi, il est maiat@npossible d’inhiber spécifiquement une
activité caspase, sur des cellules en culture, aaois recours a des lignées génétiquement
modifiées (Schlesingeat al, 2000).
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IV.4. Autres mécanismes régulant I'apoptose

IV.4.1. Apoptose caspase indépendante

Ces dernieres années, plusieurs mécanismes decelltire indépendants de la
voie des caspases ont été proposeés. L'utilisatimmiliteurs aspécifiques des caspases,
comme z-VAD-FMK (Deaset al, 1998 ; Susiret al, 1999a), a permis de démontrer que
I'apoptose se produit par des mécanismes dépendmstscaspases, mais aussi par des
mécanismes indépendants des caspases (Figure 29).

L’équipe de Kroemer a mis en évidence un nouveatedia, I'AlF (Apoptosis
Inducing Factor) et a montré que cette protéineuast molécule apoptogene libérée par la
mitochondrie ; son clonage date seulement de 19@8irjet al, 1999a). L'AIF a une double
fonction d’oxydoréductase et de facteur apoptog€mtte protéine est séquestrée au niveau
de I'espace intermembranaire mitochondrial, puissdonfluence d’'un stimulus apoptotique,
elle est relarguée dans le cytosol (Figure 15).IE’&st ensuite acheminée vers le noyau
(Figure 18) ou elle est capable d’induire, a ekails, les modifications morphologiques
caractéristiques de l'apoptose, telles que la cosaleon cytoplasmique et nucléaire, la
fragmentation nucléaire de haut poids moléculaimeabscence d’activation des caspases
(Susin et al, 1999a). Ces auteurs ont montré que les deuxsyvaelle dépendante de
I'activation des caspases et celle de I'AlF, petvexister dans certains modéles cellulaires.
La voie de I'AIF a donc été qualifiée de voie caspamdépendante. Cependant, depuis
quelques années, deux théories s’opposent et restaun débat qui remet en question
l'unicité de cette voie caspase-indépendante pdAtF.l Effectivement, si il est
majoritairement admis que la voie de I'AIF a uneéftaspase-indépendant suite a son
relargage par la mitochondrie apres un stimulusctlifou stress) sur cette derniére (Figure
29), 'AIF peut aussi étre relarguée dans le cytpaola mitochondrie a la suite de la fixation
sur la mitochondrie de la protéine Bid tronquéetteCderniere a été préalablement activée
aprés clivage par la caspase-2 ou la caspase-&rmanwde la voie des récepteurs (Swatin
al., 1999b) (Figure 29).

Ainsi, certains auteurs émettent aujourd’hui I'idgtee le relargage de I'AlIF puisse

étre aussi provoqué par I'activation d’une voiepeae-dépendante (Arnoeit al, 2003).
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Figure 29 : Apoptosevia AlF : voies caspase-dépendante et indépendante.

111



IV.4.2. Implication du réticulum endoplasmique dand’apoptose

La mitochondrie n’est pas le seul organite intiadake impliqué dans I'apoptose.
Le réticulum endoplasmique(RE) intervient dans la rétention du calcium inéladaire et le
maintien de I’'homéostasie calcique (Sambrook, 199@st considéré comme une réserve de
calcium intracellulaire. Le RE est essentiel adevie de la cellule et toute perturbation de sa
fonction induit un relargage de calcium conduisatiapoptose (Diaz-Hortat al, 2002). Les
facteurs capables de perturber le fonctionnemerRREsont rassemblés sous le terme « ER
stress ». Ces stress incluent l'inhibition de cgbylation des protéines, la réduction de la
formation des ponts di-sulfures protéiques, la ehdti calcium intra-RE, le blocage du
transport des protéines du RE a l'appareil de Gfyjadomariet al, 2002). Ces stress
inhibent toutes les fonctions cellulaires du RE.

Les mécanismes déclencheurs de l'apoptose dépendhntRE ne sont pas
clairement identifiés mais ils impliqueraient ldobam (Hajnoczkyet al, 2003), ainsi que
trois mécanismes d’induction de I'apoptose par EetBls que CHOP, c-JUN NH2-terminal
kinase (JUNK) et caspase-12 (Nakagatal, 2000 ; Oyadomast al, 2002).

Le relargage dwalcium du RE a l'intérieur du cytosol est un facteur é@échant
I'apoptose (Breckenridget al, 2003 ; Hajnoczkyet al, 2003). De nombreuses enzymes
cytoplasmiques impliquées dans l'apoptose sontiwraldépendantes, comme par exemple
les endonucléases, la calpain (cytosolic calciutivated neutral cysteine endopeptidase) et
la calcineurin. En plus du clivage de la caspasetld Bcl-X, la calpain serait également
responsable du clivage de Bid et de Bcl-2. La nelaiin aurait pour réle de déphosphoryler
Bad qui migre alors vers la mitochondrie pour Sags a Bcl-X. La propagation du calcium
vers la mitochondrie stimule la production d’ATPr dactivation des déshydrogénases
calcium-dépendantes ; cependant une quantité exees® calcium au niveau de la
mitochondrie provoque l'apoptose en stimulant largage des protéines apoptogenes, et la
production de ROS (Ajamieét al, 2002). L'apoptose induite par le calcium estutég par
les membres de la famille de protéines Bcl-2. Lat@ine Bcl-2 aurait pour role de réguler la
perméabilité des membranes du RE et la concenirat@dcique a l'intérieur de celui-ci
(Rizzuto et al, 2003). La surexpression de Bcl-2 empéche umrgadge trop important du

calcium du RE.
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Le premier mécanisme d’induction de I'apoptose IpaRE implique le facteur de
transcriptionCHOP (C/EBP homologus protein)/ GADD153 (Growth Arreshirbage DNA
induced geng53 qui est un membre de la famille C/EBP (ElemenidBig Protein). Ce
facteur de transcription n’est pas ou peu expriargsdes conditions physiologiques, mais a la
suite d’'un stress au niveau du RE (ER stressktif@tement exprimé (Wanet al, 1996).
Cette surexpression provoque l'arrét du cycle tahe et 'apoptose (Baronet al, 1994 ;
Forus et al., 1994). Bien que le mécanisme préeisoit pas encore connu, lors du processus
apoptotique, CHOP augmente et active I'expressian dertain nombre de genes appelés
DOCs (Downstream of CHOP) et notamment la carbamicydrase VI (Kawaharat al,
2001). Cette derniére activerait elle-méme l'apsptda une augmentation intracellulaire de
la concentration en protons et une diminution durgkhcellulaire (Solet al,, 1999).

L’activité du facteur pro-apoptotique Bax est ekeéepH bas. Des fibroblastes déficients en
Bax et Bak sont résistants au stress du RE, ceuggére I'implication de Bax et Bak dans
I'apoptosevia le RE (Weiet al, 2001). De plus, il a été démontré que CHOP ségsle
'ARNmM de bcl-2 dans les cellules M1 (myeloblaskikemia cells), ce qui favorise le
processus apoptotique. Pourtant, CHOP pourraitirediapoptose selon un mécanisme
indépendant de la protéine p53 (Matsumettal, 1996) et il pourrait agir sur les membres de
la famille Bcl-2, sans passer par cette protéirg p5

Le second mécanisme d’induction de I'apoptose @&E s’effectue par I'activation
de lakinase c-JUN (JUNK). Cette enzyme participe a la décisisonaledllule de choisir
entre la vie et la mort (8 IV.1.1.1.2. - Figure 1@st-a-dire gu’elle peut étre impliquée dans
des réponses cellulaires opposées, comme la diffiéteon et la prolifération, ou I'apoptose.
Son activité dépend fortement du type cellulair€INK a un rble de régulateur
transcriptionnelvia les facteurs de transcription c-JUN/AP-1. Elle npet I'induction de
I'expression des ligands Fas/CD95-L, TdNéu de la protéine p53.

JUNK posséde aussi une activité de régulateur tpadtictionnel par phosphorylation : cette
activité permet l'inactivation de Bcl-2, Bcl:X Tous ces mécanismes peuvent fonctionner
séparément ou coopérer pour induire I'apoptoserdlee de JUNK sur p53 est controverse :
elle serait capable d'une part de favoriser la adation de p53 et d'autre part, par
phosphorylation, elle empécherait sa dégradatiamsiAJUNK régulerait la demi-vie de p53
(Herr & Debatin, 2001).
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Le troisieme mécanisme met en jeuckspase-1jui est localisée spécifiquement
sur la membrane cytosolique du RE (Nakagataal, 2000). Cette caspase n’est pas
impliquée dans les voies apoptotiques extrinsegudrenseque (Oyadomaet al, 2002). La
pro-caspase 12 est activee lorsque les celluldstisiteées avec des agents capables d'induire
un stress du RE comme la tunicamycine par exemjgdiliindaet al, 1999). Des souris ne
possédant pas de caspase-12 sont résistantessalistpliqguant le RE.

Cette caspase serait activée par la calpain, patdRtype | transmembrane endonuclease
localized in the RE) / TRAF-2 et par la caspas&@k@gawa & Yuan, 2000 ; Yonedd al.,
2001 ; Racet al, 2001). La calpain activée serait responsablelitage de la pro-caspase-12
et de Bcl-X, activant ainsi la caspase-12 et inhibant Bcl-Mne augmentation de calcium
cytosolique pourrait donc activer la caspase-12roééine TRAF-2 pourrait étre responsable
du recrutement et de l'activation de la caspas€¥bhedaet al, 2001). La translocation de la
caspase-7 au niveau du RE est décrite a la suite stress du RE (Raet al, 2001), et
pourrait donc aussi activer par clivage la casfda&se-

En 2003, Hajnoczky et coll. démontrent que la guression de Bak ou Bax induit un
relargage de calcium, ce qui indique qu’il poursadvoir une redistribution précoce de Bax
et Bak au niveau des membranes du RE, lors deftape. Plus récemment, en 2003, Zong et
coll. corroborent ces travaux et démontrent que &aRak sont bien localisés au niveau des
membranes du RE et que dans des cellules défisieméBax et Bak, la pro-caspase-12 ne
peut étre clivée et par conséquent activée. Bdaktsont responsables de I'activation de la
caspase-12ia une baisse progressive de calcium intra-RE. Bienlg role de la caspase-12
dans l'induction de I'apoptose ne soit pas encaea btabli, ces auteurs concluent que Bax et
Bak initient l'activation de cette caspase. Il ashoter que le réle de Bak est différent en
fonction de sa localisation cellulaire : lorsquekBsst localisé au niveau des membranes
mitochondriales, il favoriserait I'activation de ¢aspase-7 et le clivage de la PARP ; lorsque
Bak est localisé au niveau des membranes du Riuilt I'activation de la caspase-12. Nous
ne savons pas aujourd’hui pourquoi la caspase-tlactisée uniguement aprés des stimuli
apoptotiques sur le RE ; sa localisation intra-REpeut-étre I'explication. Mais cette caspase
semble étre essentielle pour l'apoptose RE-dép&mdae qui en fait une cible

pharmacologique potentielle.

114



IV.4.3. Suppresseur de tumeur p53 et apoptose

Le suppresseur de tumeur p53 est I'une des plusriantes molécules intervenant
dans la régulation de la prolifération cellulaiigle protege les cellules d’'une prolifération
tumorale accrue. Elle joue un role central dangéfonse cellulaire au stress génotoxique.
L'inactivation de p53 est une étape importante de chrcinogénése. Des mutations
inactivatrices de p53 ont été observées dans @us0d% des tumeurs humaines (May &
May, 1999). La protéine p53 se comporte en suppuveste tumeur en induisant l'arrét de la
prolifération cellulaire ou I'apoptose, en s’accuami dans le noyau en réponse a un grand
nombre de stress cellulaires (exposition aux agamdemmageant I’ADN, hypoxie, déficit en
nucléotides, activation oncogénique inapproprige,..¢ (Figure 30). Les réponses a ces
stress empécheraient la propagation des cellulespa@dant un ADN endommagé et
présentant un potentiel oncogénique. Ce rble de qubBme « gardien du génome » est
probablement la raison pour laquelle p53 est l&edle mutations dans plus de 50% de tous

les cancers humains (Levine, 1997).
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Arrét du cycle cellulaire
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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 genep53 situé sur le bras court du chromosome 17, codgountéine de 53 KDa

présente dans toutes les cellules de I'organisratte protéine a une durée de vie tres courte

(20 minutes en moyenne). Elle est en quantitédaiair méme indétectable dans les cellules

ou les tissus normaux, alors que son expressiomentg dans les cellules malignes. Chez

I'Homme, cette protéine est un facteur de transoripconstitué de 393 acides aminés et

comportant 5 domaines spécifiques tres conservay @May, 1999) (Figure 31) :

1.

Un domaine N-terminal (résidus 1-42) ou domaindrdesactivation, nécessaire a son
interaction avec la machinerie transcriptionnelleefte derniére est composée des
protéines TFIID (Transcription Factor Il D), de TBPata Binding Protein-TAFs) et de
TFIIH (Transcription Factor Il H). Cette machinerignscriptionnelle se comporte
comme un complexe qui régule positivement I'expossles genes. Ce domaine N-
terminal comprend aussi une zone trés conservéte ho(résidus 13-23) impliquée
dans la régulation de la stabilité de p53, et @agisnce d’exportation nucléaire ou NES

(Nuclear Export Signal) (résidus 11-27).

. Un domaine riche en résidus proline, contenantiglms copies du motif PXXP

(résidus 63-97), nécessaire a la stabilisation 5 ; e domaine interviendrait aussi
dans I'apoptose (Venet al, 1998).

. Un domaine central de fixation a ’'ADN trés consefvesidus 102-292), ou se situent

la plupart des mutations, inactivant p53, retrogvdans différents types de cancers

humains.

. Un domaine de tétramérisation (résidus 323-356)fagilite la fixation spécifique de

p53 a ’ADN. Ce domaine comporte aussi une séqudt@gortation nucléaire ou NES
(résidus 340-351) et une séquence de localisatiociéaire ou NLS (Nuclear
Localization Signal) (résidus 300-323 (Gottifredi Rrives, 2001). La protéine p53
active est un tétramere dont I'oligomérisationesstentielle & sa fonction de supresseur
de tumeurs (May & May, 1999).

. Un domaine C-terminal (résidus 363-393) qui inHiodixation spécifique de p53 sur

I’ADN et ou se trouve d’'autre NLS.
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Figure 31 : Domaines structuraux et fonctionnels de la pret@b3

* |les principales protéines cellulaires capablesel lier a p53

IV.4.3.1.2. Régulation de la protéine p53

En réponse a un dommage de I'’ADN, comme lirradiataux UV par exemple, p53
subit des maodifications post-traductionnelles, camrdes phosphorylations ou des
acétylations, ayant pour conséquence I'accumulatmgette derniére dans le noyau ou elle
agit comme facteur de transcription. Il a été déméoue p53 provoque l'arrét du cycle
cellulaire ou I'apoptose (Meek, 1997) (Figure 32gs deux processus assurent I'intégrité du
génome, éliminent les cellules génétiquement atéed inhibent le développement tumoral,

d’ou le nom de « gardien du génome ».

Arrét du cycle —p» Héparation

cellulaire nucléaire et
: s cellulaire
Altération de —pTranscription —wProtéine {//
u géne p P vy - SUR "
APOPTOSE prolifération
cellulaire

Figure 32 : Réle de p53
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Les premiers travaux sur p53 ont démontré que sagxposition des cellules a des
agents endommageant I'ADN, le taux intracellulaide celle-ci augmentait. Cette
augmentation est due a une stabilisation de p53i@smodifications post-traductionnelles
(phosphorylation) et non a une augmentation dealastription du genp53 (Kastanet al,
1992 ; Zharet al, 1993 ; Kurosawat al, 2002). p53 régule la transcription de nombreux
géenes impliqués soit dans les mécanismes d’arréa geolifération cellulaire, soit dans la
mort cellulaire. Un ensemble croissant de donnéggese que la phosphorylation de p53 sur
de multiples acides aminés permet son activatiblg ehoix vers un arrét du cycle cellulaire
ou vers l'apoptose (Meek, 1997). La phosphorylatiomais aussi |'acétylation, sont
caractéristiques des modifications post-traduceties de p53, conduisant a son activation
(Leblanc & May, 2002).

Les sites de phosphorylation se situent dans [gsng N-terminale et C-terminale
de la protéine. La plupart des sites N-terminauxt segroupés dans le domaine de
transactivation de la protéine (résidus 4, 6, 9,e187), une région essentielle pour son
interaction avec d’autres protéines. Dans la p&tierminale, deux sites de phosphorylation
ont été identifiés en position sérine 315 et 392ces phosphorylations permettent la
régulation de la liaison de p53 a I'’ADN.

Plusieurs protéines kinases sont activées suitsdédions sur 'ADN et sont capables
de phosphoryler p5® vitro. Elles pourraient participen vivo a son activation. Ces kinases
sont regroupées en fonction de leur site de phoglation sur p53 :

» Phosphorylation activatrice de p53, en N-terminal

- DNA-PK (DNA-activated Protein Kinase) joue uned&ssentiel dans les réparations

de I'ADN double brin. Elle phosphoryle de nombreuggotéines impliquées dans

I'arrét du cycle cellulaire dont les sérines 13&tde p53 (Lees-Milleet al., 1992).

- ATM-K (Ataxia TelanglectasidMutated Kinase) est impliquée dans I'inductioraet
stabilisation de p53 en la phosphorylant sur laeét5 (Siliciancet al, 1997).

» Phosphorylation régulant la fixation de p53 a I'AD3h C-terminal
- PKC (Protein Kinase C) phosphoryle sur les sériBig6 et 378 et augmente ainsi la
fixation spécifique de p53 a ’'ADN (Meek, 1997).
- CK Il (Casein Kinase Il) favorise la tétramérisatde p53 par phosphorylation sur la
sérine 392 (Sakagucht al, 1997).

* Acétylation et réle dans la fixation spécifiguept8 a '’ADN
- L’acétylation de la lysine 320 par PCAF (p300/CBBsociated Factor) et/ou les
lysines 373 et 382 par p300/CBP (CREB Binding Rndteontribue également a
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I'activation de p53. Il a été suggéré que la phosghation des sérines 15, 33 et 37
permettrait I'acétylation de résidus lysines derdgion C-terminale, au moyen d’un
recrutement accru de PCAF et p300/CBP (Prives &I®8ar2001). Ceci favoriserait la

fixation spécifique de p53 a ’ADN.

Un autre moyen de réguler p53, ainsi que sa d&bile fait par la complexation de
p53 avec la protéine régulatrice MDM2 (Murine Daubinute 2) (Momanet al, 1992) ou
HDM2 (Human Double Minute 2), homologue humain €éofChenet al, 1993). Cette
protéine a pour fonction, une fois fixée sur p58dégrader cette derniere et d’empécher son
expression.

En effet, p53 régule la transcription du géném2en se fixant sur le promoteur de ce gene,

formant ’TARNmM correspondant. Ce dernier migre diensytoplasme pour former la protéine

MDM2. Cette protéine va dans le noyau pour fixe3 p& former ainsi le complexe

MDM2/p53. Une fois formé, ce complexe a pour fometde diminuer la quantité de p53 :

- il est capable d’inhiber la transcription de p58c¢Rset al, 1998) (Figure 33-1) ;

- il permet aussi, aprés migration dans le cytoplasendégradation protéolytique de p53
grace au protéasome par la voie de l'ubiquitineu@at al, 1997) (Figure 33-2) .

Ainsi, apres association a p53, MDM2 contr6le #ola I'expression de p53 et son taux intra-

cellulaire (Ryaret al, 2001) (Figure 33).
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Figure 33 : Régulation de p53 par MDM2
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IV.4.3.2. Fonctions de p53 : arrét du cycle cellulee et/ou apoptose

Le gene suppresseur de tumeur p53 empéche laatipliade 'ADN endommageé,
soit en inhibant la progression des différentespbalu 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 mécanismaduisant a la réplication du
génome et a la duplication de la cellule. Le tertogcle" définit la répétabilité de ces
mécanismes permettant le maintien d’une informagiénétique constante en quantité et en
qualité, de génération en génération. La prograsdens les différentes phases du cycle
cellulaire peut s'arréter a des moments clés ewtifum de signaux extérieurs (manque de
facteurs mitotiques, présence de facteurs antitigites) ou intérieurs (niveau énergétique,
intégrité du génome). L’arrét du cycle peut étremmenatané, durable ou conduire a la

destruction de la cellule par apoptose si ’ADNisids dommages irréversibles.

Le cycle cellulaire est divisé en 4 phases : G1G3,et M. A ces quatres phases
s’ajoute la phase GO ou phase de quiescence qundaps de temps, en début de phase G1,
pendant lequel la cellule est sensible aux conditiextérieures : elle devient quiescente en
attendant des conditions favorables (Figure 34)rdgulation de la division cellulaire est
d’'une grande complexicité car il existe des cassaeréactions inter-dépendantes dont il est
difficile de situer le point de départ.

La mitose (M), phase pendant laquelle la cellulelisese, est précédée des phases G1, S et
G2 au cours desquelles la cellule accumule le nehtéécessaire (protéines, ADN ...) a la
naissance de deux cellules-filles. Pendant la pl@keil y a accumulation de protéines
nécessaires a la synthese de I'ADN et pendantdaepls?2, il y a synthése de protéines qui
permettront la séparation et la migration des clmsomes. Au cours de la phase S, 'ADN

polymérase Il est responsable de la réplicatiohAl@N (Lodish et al,, 1997).
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Ces phases sont décrites ci-apres :

1. Phase G1 (G = gap ou intervalle) : syntheses ppa¢sinécessaires a la phase S
2. Phase S ou de synthese : réplication de I'’ADN éifse grace a I’ADN polymérase Il
3. Phase G2 ou pré-mitotique : synthéses protéiquessag@ires a la séparation et a la
migration des chromosomes
4. Phase M ou mitotique : division cellulaire proprernedite comprenant 6 étapes
¢ Prophase : le noyau de la cellule contenant lesnehsomes est visible
¢+ Prométaphase : rupture de I'enveloppe nucléaioegetnisation des microtubules
¢ Métaphase : les chromosomes migrent le long desotulwules pour former la
plague équatoriale
¢ Anaphase : migration des chromosomes le long detubules vers les deux pdles
de la cellule
¢ Télophase : une enveloppe nucléaire se forme auwx uies de la cellule
¢ Cytodiérése : la cellule mére se divise pour forgerx cellules filles ayant le méme

contenu en ADN.

Le cycle cellulaire est contrélé au niveau desditams G1/S, G2/M et M/G1 par
des complexes protéiques formés par lI'associationedcycline et d’'une protéine kinase
cycline-dépendante ou CDK (Cyclin-Dependant prot&imase). Cette association est
constituée de deux sous-unités : une sous-unigdytigtie appartenant a la famille des CDK
et une sous-unité régulatrice de la famille dedigs. Ces cyclines sont responsables de la
spécificité de substrat des complexes cycline / GBliKerr, 1996).

A ce jour, neuf CDK ont été identifices dans lefutes animales, et seulement quatre
participent activement a la régulation du cycléutaire (CDK 1, 2, 4, et 6).

De méme, il existe neuf cyclines identifiées (ayet A a ) et seules les cyclines A, B, D et E
sont impliquées dans la régulation du cycle celielaCe sont des protéines labiles dont la
concentration varie au cours du cycle cellulairkesEsont donc régulées au niveau de leur

transcription et de leur dégradation.
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Figure 34 : Représentation schématique de la régulation die cgtlulaire.

Les quatre complexes cycline / CDK, indispensahiebon fonctionnement du cycle
cellulaire sont respectivement les suivants (Fig4re:

- Les complexesycline D / CDK4 etcycline D / CDK6 régulent la transition G1/S.

La quantité de cycline D varie tres peu au coursyaile.

- Le complexecycline E / CDK2 est essentiel au passage du point de controle R et
donc a I'entrée dans la phase S. Il induit la sds¢hdes protéines nécessaires a la réplication
de ’ADN. La cycline E augmente en début de phasetdliminue a I'entrée de la phase S.

- Le complexecycline A / CDK2 initie la réplication de 'ADN. La cycline A
apparait en fin de phase G1 et son expression dam@n début de phase M.

- Le complexecycline B / CDK1 initie les modifications cellulaires nécessaires a
I'accollement des chromatides au fuseau mitotiqueeemet la division cellulaire. La cycline
B augmente en fin de phase G2, atteint son maxielumeétaphase, et chute en fin de mitose

lors de la cytodiérese (Teyssadral, 1999).
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Pour étre actifs, les complexes cycline / CDK dotvétre phosphorylés par le
complexe CAK (CDK Activating Kinase) : cette phospylation se fait sur une thréonine,
proche du site actif de la sous-unité catalytiqG®K). A linverse, les complexes sont
inactivés par une nouvelle phosphorylation des Cp#isles kinases WEE1 et MYT1, ou par
déphosphorylation par des phosphatases (CDC25 pampde). Leur régulation, par
phosphorylation et par déphosphorylation, permeatclimulation de complexes inactifs qui
peuvent étre activés tres rapidement a des morokéstsiu cycle.

Les inhibiteurs de CDK ou CKI (Cyclin Kinase InHit) exercent un contréle
négatif réversible sur certains complexes cyclif@DK (Sherr & Roberts, 1999). lls sont
répartis en deux familles :

- Les membres de la famille INK4 (P15, p16N<*@ p1gVKec et p19¥4d = p1d\RF)
qui inhibent spécifiquement CDK4 et CDK6 en empé@theaur liaison avec la cycline
D.

- Les membres de la famille Cip/Kip (P27, p27'P* et p5¥'2) qui inhibent les
complexes cycline E/CDK2 et cycline A/ICDK2 par simpaison.

2. p53 : arrét du cycle cellulaire et molécules imjguée

La protéine p53 peut conduire a l'arrét du cycldutare aux points de transition
entre G2 et M et entre G1 et S (North & Hainau®@0
s Arrét en G2/M : p53 régule la transcription du gedd-3-3. La synthése de la
protéine 14-3-3 est en partie responsable de l'arrét du cycleulegle en phase G2
(Hermekinget al, 1997) (Figure 34).

s Arrét en G1/S: la protéine p53 active, stoppe la progressiortydile cellulaire a la
transition G1/S suivant deux mécanismes distincts :

- le premier mode d’action de p53 implique une retdon directe avec d'autres
protéines jouant un role essentiel dans la réphicatde I'ADN telles que RPA (Replicon
Protein A), ce qui empéche l'initiation de la réplion de 'ADN (Duttaet al, 1993). Ces
interactions protéines-protéines sont responsabkfes arrét du cycle cellulaire trés
rapidement apres que ’ADN soit endommageé.

- dans le deuxieme mode d’action, une fois p53 phoaglée, elle régule la

transcription de nombreux génes cibles, qui deveahdes partenaires de p53 dans l'arrét du
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cycle cellulaire. Parmi ces génes, on distingugdee WAF1/CIP1codant pour la protéine

p21, le géengadd45(Growth-Arrest DNA-Damage), ainsi que le régulate@égatifmdm?2

*p21: la protéine p21, nommée aussi WAF1, CAP20, GipBdil, fait partie de la

famille des CKls qui comprend aussi les protéin@3 gt p57. Ces trois CKls
contiennent un domaine de liaison a PCNA (ProlifiecaCell Nuclear Antigen) dans
la région C-terminale. Les CKIls possedent aussiragen N-terminale conservée qui
est indispensable et suffisante a I'inhibition demplexes cyclines / CDK. Les CKIs
se lient aux complexes cycline / CDK afin d’inhibeur activité, et empécher la
progression dans les difféerentes phases du cyltigates.

La protéine p21 est nécessaire pour la réplicatda réparation de 'ADN. Des que
'ADN est endommagé, p53 exprime le ggr&l La protéine p21 a pour fonction
d’inhiber le complexe cycline D/CDK2, permettamsil’arrét du cycle cellulaire en
phase G1 et favorisant la réparation de 'ADN. benplexe cycline D/CDK2 a pour
réle, quand il n’est pas inhibé par p21, de phosgéples membres de la famille de
protéines Rb (rétinoblastome). Ces membres sontrélgslateurs négatifs de la
transition de la phases G1 a la phase S du cytiidaie. Une fois phosphorylé, Rb se
détache de la protéine E2F qui devient alors ac@eedernier peut alors transcrire des
genes régulant le passage de la phase G1 a la hasepermettre ainsi le bon

déroulement du cycle cellulaire (Coatsal, 1999) (Figure 35).

GADDA45: comme p21l, GADD45 est régulée par p53 (Figurg; 33ADD45 est
capable de se complexer avec des protéines CDKNAPInhibant ainsi la synthése
d’ADN, mais aussi activant la réparation par exeisde nucléotides (Smitét al,
1996).

MDM2 : la protéine MDM2 stimule la libération du factede transcription E2F en se
complexant a Rb. Elle peut aussi s'associer avéclib2ree, et permettre 'activation
des génes cibles de E2F. MDM2 a donc la capacigugprimer le blocage en G1 en
agissant simultanément sur p53 et Rb/E2F (Hairgss7)1

> NB: pl9: la fixation de la protéine pi® (Alternate Reading Frame) sur p53

stabilise et active le facteur de transcriptiorp88. p19 se complexe avec MDM2 et
induit la dégradation de MDM2 favorisant ainsi t&ren G1 (Pomerantet al,
1998).
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Figure 35 : Représentation schématique de I'arrét du cycle EpdB p53via p21

Il existe toutefois un mécanisme indépendant de qqb3nduit I'arrét du cycle en
G1l: TGF$ (Transforming Growth Factor). Ce dernier est unsgant inhibiteur de la
prolifération cellulaire et agit en induisant ungexpression des CKls comme p16, p21, p27
et p15 (Reynisdottiet al, 1995). TGH réprime également I'expression de CDK4, de la
cycline A et de la CDC25 A (phosphatase régulantlilésion du cycle cellulaire par le
contrdle de I'activité des CDK) (lavarone & Massagd997). La protéine pT¥§* n'est pas
régulée par p53, mais par T@Fet se fixe sur le complexe cycline D/CDK4 pouriber la
phosphorylation de Rb.
Ces différents effecteurs CKls concourent tousdaine un arrét du cycle cellulaire en phase
Gl.
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La figure 36 regroupe toutes les étapes en amoen ewval de I'implication de p53

dans l'arrét du cycle celluaire en phase G1.

UV |—> | Dommage de 'ADN Oncogene
TGF-p - DNA-PK - PKC ARF
\ -MAPK -ATM
' P21 «—— | p53 | «——  p19

p27 Ll /\ l
\/CDKZ/E \ mdm?2
p16 —| CDK4/D l /

Rb-E2F —— E2F + RbP

Phase G1 » Phase S

Figure 36 : Implication de p53 et de TGH dans l'arrét en phase G1 du cycle

cellulaire.

3. p21 et apoptose

En plus de son réle important dans I'arrét du cgeldulaire, la protéine p21 pourrait
induire aussi I'apoptose. Mais, son interventioaat® est aujourd’hui contreversée. Le réle
de p21 varie en fonction du type cellulaire et diswuli apoptotiques. Certains auteurs lui
attribuent des propriétés pro-apoptotiques (Liratedl, 2000 ; Kanget al, 1999 ; Luet al,
1998) alors que d’autres décrivent p21 comme unitenir de I'apoptose, soit dépendant de
p53 en réponse aux irradiations ou a des traitesnarimiques, soit indépendant de p53 en
réponse a des signaux tels que le T8k TNFa ou I'IFNy (Interferon) (Gartel & Tyner,
2002).

Dans des lignées cancéreuses traitées par dess ageidmmageants ’ADN, p21
provoque l'arrét du cycle cellulaire suivi de I'gggose induite par I'activation de la caspase-
3 ; cette derniere clive p21 (Zhaagal, 1999). Dans des thymocytes subissant des raaiati
ionisantes, mais aussi dans des cellules de tunmeansmaires déficientes en p53, la sur-
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expression de p21 engendrerait une fonction apgptmt Dans des lignées hépathiques
humaines Hep3B déficientes en p53, la sur-expnesigop21 provoque l'induction de Bax,
modulant ainsi le rapport Bax/Bcl-2 dans ces cefiulGartel & Tyner, 2002). L'expression
de p21 indépendante de p53 est observée apresdanlide Fas sur son récepteur dans des
lymphocytes T alors que dans des thymocytes défgien p21, une baisse de I'apoptose Fas-
dépendante est observée (Gartel & Tyner, 2002).

Tous les auteurs, précédemment cités, présentesuriaxpression de p21 comme
étant responsable du processus apoptotique. Néasnh@imécanisme par lequel p21 pourrait
induire I'apoptose est encore méconnu ; en revariebecellules utilisées n’ont pas toujours
de protéines p53 fonctionnelles.

De méme, une diminution de I'apoptose est obsedeads certaines cellules déficientes en
p21. Ainsi il est suggéré que p21 pourrait agircagdes protéines composant la machinerie de
réparation de I'’ADN.

Il est a noter que les études décrivant les pr@wigro-apoptotiques de p21 sont
encore peu nombreuses par rapport a celles détrp2h comme une molécule anti-

apoptotique (Gartel & Tyner, 2002).

IV.4.3.2.2. p53 et apoptose

La protéine p53 régule une grande variété de gémessles produits protéiques sont
impliqués dans l'arrét du cycle cellulaire et/oapbptose (Bargonetti & Manfredi, 2002)
(Figure 37). Comme nous l'avons préalablement géalte peut conduire a un arrét du cycle
cellulaire en phase G1 par activation de la pret@®l, ou en phase G2 par le cofacteur 14-3-
3o.

La protéine p53 est aussi impliquée dans la réparde 'ADN via GADDA45.

Cette protéine p53 peut également réguler la trgptem des genes tels que Bax, Bcl-2, Bcl-
X., TGk, Fas, FaslL, DR5, Apaf-1, NOXA (ou APR (ATL-derivdeMA-responsive
peptide)) (Odaet al, 2000) et PUMA (P53-Upregulated Modulator of Apmgis) (Nakano &
Vousden, 2001), tous impliqués dans le processnistatique.
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Figure 37 : Exemples de genes régulés par p53

La protéine p53 posséde des fonctions pro-apopiegiindépendantes de sa fonction
transcriptionnelle, comme le laisse penser sa adéiation sur les récepteurs de mort a la
surface de la cellule et son role direct sur leoatibndrie (Ryaret al, 2001) ; toutefois, ces
meécanismes d’action sont mal connus aujourd’hui.

L’induction de I'apoptose par p53 se faia la voie des récepteurs de mort et la voie
mitochondriale :

- La protéine p53 pourrait provoquer la re-locdi®a de ces récepteurs a la surface des
cellules (Bennetét al, 1998) et agir ainsi sur la voie extrinseque pgutation des génésas
(Owen-Schaulet al, 1995) eDR5 (Récepteur de mort) (Sheikthal, 1998) (Figure 32).

- La protéine p53 induit également I'apoptose enrégulant des génes impliqués dans la
voie mitochondriale. Elle sur-exprime Bax et so@égtierait Bcl-2 (Miyashitat al, 1994 ;
Chipuket al, 2004) et aurait alors un r6le direct sur la ctitandrie (Marchenket al, 2000)

ou elle pourrait réguler la trancription des gepas liaison directe avec I'extrémité 5’ non
transcrites des ARNm (Millegt al,, 2000) (Figure 38).
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Figure 38 : Représentation schématique des voies apoptotigdages par p53

Il est a noter que la protéine p53 peut égalemehtiie 'apoptose en augmentant la
production de radicaux libres (ROS) apres s'étreraanau niveau de la mitochondrie
(Johnsoret al, 1996), ce qui précederait la libération du chtome c et I'activation de la
caspase-3 (Sansoratal, 2001).

Le relargage du calcium du RE, induit par p53, ptsensibiliser la mitochondrie
et initier I'activation de la voie apoptotique deepteurs p53-dépendant (Breckenrigge

al., 2003) (Figure 38).

L’apoptose est un phénoméne complexe aboutissdatraort cellulaire. Pour y
parvenir, ce processus emprunte plusieurs voiesnela voie extrinseque des récepteurs de
mort ou encore la voie intrinséque mitochondri®eus étudierons ces voies au cours de
I'apoptose induite par I'acide ursolique sur lesixdégnées cellulaires de la peau HaCaT et
M4Beu.

Nous allons au préalable décrire les différentebrtigues utilisées au cours de cette

étude.
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|. Acide Ursolique

L’acide ursolique, conditionné sous forme de poudemche (Sigma, référence : U-

6753), est conservé a 4°C.
Une solution mére d’acide ursolique est préparéeconcentration IOM dans du

diméthylsulfoxide stérile (DMSO, Sigma), puis stéeka température ambiante et a
I'obscurité. Cette solution mere est utilisée plauréalisation des différentes dilutions pour

nos expérimentations.
[I. Culture cellulaire

II.1. Lignées cellulaires

Nous avons étudié les effets pro-apoptotique dedéaursolique sur deux types de
cellules :
- les cellules HaCaT dérivées de kératinocytes lmsna

- les cellules M4Beu issues d’'un mélanome humain.
[1.1.1. Lignée cellulaire HaCaT

Les cellules HaCaT nous ont été fournies par IdeBseur N.E. Fusenig (DKFZ,
Heidelberg, Allemagne). Cette lignée cellulaireté ééveloppée a partir de kératinocytes
humains : ceux-ci ont été immortalisés apres adt@fcultivés' pendant plusieurs semaines a
38,5°C avec un milieu de culture appauvri en icdsiom. Ces cellules ont une morphologie
de type kératinocyte de I'épiderme (Figure 39) etrespondent a un modele de lignée
cellulaire in vitro significatif pour étudier les cancers humains a@epéau, sans étre pour

autant considérées comme carcinogene (Fustray 1998).
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Figure 39 : Photographie de cellules HaCaT en culture.
Coloration au Giemsa (noyau) et au May-Grunwaldof@asme).

Grossissement x 400.
Yok b T

Figure 40 : Photographie de cellules M4Beu en celtu
Coloration au Giemsa (noyau) et au May-Griunwaldof@asme).
Grossissement x 400.
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[1.1.2. Lignée cellulaire M4Beu

Les cellules M4Beu nous ont été fournies par let@acJ.C. Maurizis (INSERM
UMR 484, Clermont-Ferrand, France). Ces celluled'@@derme sont issues d’une lignée
cellulaire obtenue a partir d'une métastase gamgive d'un mélanome humain. Elles sont de
morphologie fibroblastique, et montrent une pigragah cytoplasmique (Figure 40). Les
cellules de la lignée M4Beu représentent un modeldignée maligne que nous pouvons
qualifier de lignée cancéreuse (Deteal, 1987).

Bien que les lignées cellulaires HaCaT et M4Beerstodle structure, de taille et de
morphologie différentes, elles présentent des @80 intéressantes pour nos
expérimentations : elles se cultivent en monocousthsont adhérentes. Leurs conditions

d’entretien et leurs milieux de culture respeaisit sensiblement identiques.

II.2. Conditions de culture des lignées cellulairestudiées

11.2.1. Matériel

Les cultures cellulaires sont effectuées dans deditions stériles sous une hotte a
flux laminaire (Flux France, France). Les boitescdiure sont contrélées quotidiennement
Sous un microscope inversé a contraste de phakern(Ntrance). Lors des manipulations, les
pipettes et les cones (Sarstedt, Allemagne) Wikt stériles et a usage unique. Les cultures
et les difféerentes expérimentations sont effectuldes des boites de culture (Sarstedt) de 80
cm?, et dans des plaques de 96 puits (Nunc, Dahkgmaltes sont placées dans un incubateur

a 37°C, avec une atmosphére humide saturée eetearec 5% de CO

[1.2.2. Milieux de culture

Pour faciliter leur prolifération, les cellules $@antretenues a I'aide d’un milieu de
culture complet, spécifique de la lignée étudiée.

Pour la culture des cellules HaCaT, nous prépatonsnilieu complet constitué
d’'une solution Dulbecco’s modified Eagle’s mediu26 mM HEPES (D-MEM, réf:
42430025, Gibco BRL, Cergy-Pontoise, France).
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Pour la culture des cellules M4Beu, nous prépawmsnilieu complet constitué
d’une solution Eagle’s minimum essential medium,n28 HEPES (MEM, réf : 32360026,
Gibco BRL, Cergy-Pontoise, France).

A chacun des deux milieux, sont ajoutés les mémestituants :

-10% de sérum de veau feetal (SVF, Gibco BRL) préatabnt
décomplémenté a 60°C pendant 30 minutes et corttdearfacteurs 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 pg/ml, Gibco BRL).

Une fois réalisé, le milieu complet est stocké @.4°

11.2.3. Ensemencement cellulaire

Les cellules des lignées HaCaT et M4Beu sont adiegeet cultivées en
monocouche dans des boites de culture de 80 crténzomt 10 ml de milieu de complet. Ce
milieu doit étre renouvelé tous les deux jours; dfe permettre une meilleure prolifération et
un bon développement cellulaire par assimilationrdériments essentiels.

Les cellules sont ensemencées avec une densitéxteflde cellules par boite de
culture. Cette densité nous permet d’obtenir |afloence, c’est-a-dire un recouvrement total
du support par les cellules en culture (ou taplisilegre), en trois ou quatre jours.

La viabilité cellulaire est contrélée, lors de Bemencement, par un comptage des
cellules vivantes a I'aide de la technique d’exidngiu bleu trypan, sur un hémocytométre de

Malassez.
[1.2.4. Entretien cellulaire
Quand les cellules sont a confluence, leur praifén s'atténue et elles doivent étre

de nouveau ensemencées dans de nouvelles boioedtule. Pour cela, il est nécessaire de

les détacher de leur support :
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- Le tapis cellulaire est « lavé » par une solutiampgon PBS (*) pour éliminer
toute trace de milieu de culture.

- Une solution de HBSS-EDTA (**) est ajoutée de facarrecouvrir le tapis
cellulaire, pendant 1 minute. Cette solution "ctefldes ions Cd2 et Mg?
indispensables a l'adhésion intercellulaire, ebffise ainsi le décollement des
cellules.

- Puis, le surnageant HBSS-EDTA est retiré et renéplaar 2 ml de trypsine-
EDTA 1X (***) pour une boite de culture de 80 cmz2.

(*) Solution tampon PBS : Phosphate Buffer SaliB$PpH 7.4, Gibco BRL)

(**) Solution HBSS-EDTA: Hank's Balanced Salt stan - Ethylene-
diaminetetraacetic acid (50 mg EDTA (Sigma) dansb®iBSS (Gibco BRL)

(***) Solution Trypsine EDTA 1X: 0,5 g de trypsingorcine et de 0,2 g dEDTA
dans 100 ml de HBSS sans calcium et ni magnésiuincp@RL)

Une fois placées dans lincubateur, les cellulesdéeollent apres deux ou trois
minutes de contact avec la trypsine. Elles sontsatmmptées sur un hémocytométre de
Malassez par la méthode d’exclusion du bleu trypam.boite de culture, un nombre exact de
cellules est a nouveau ensemencé avec du milieplegnou éventuellement congelées par
cryogénisation dans I'azote pour y étre conservées.

Aprés ensemencement, une période de 24 heureg@sssaire aux cellules pour
adhérer completement sur le fond de la boite deireulAprés cette période de 24 heures, le
surnageant est retiré par aspiration, puis le mést renouvelé.

Pour I'ensemble des expérimentations, les cellsggant exposées a la drogue apres

cette période de 24 heures.
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lll. Techniques d'étude de la prolifération cellulare

L’activité antiproliférative de I'acide ursoliquaisies lignées cellulaires HaCaT et
M4Beu est évaluée par la technique d’exclusionldu trypan et par la technique du MTT.

[11.1. Technique d'exclusion du bleu trypan

[11.1.1. Principe

Pour évaluer I'activité antiproliférative de I'aeidursolique, nous avons utilisé la
technigue d’exclusion du bleu trypan. Les cellwesntes, dont la membrane est intacte,
sont imperméables aux colorants vitaux comme le tilgan, alors que les cellules mortes,

qui ont perdu leur intégrité membranaire cytoplagraj se colorent en bleu.

[11.1.2. Protocole opératoire

Apres décollement des cellules, une dilution dsuspension cellulaire est effectuée
avec une solution de bleu trypan (0,2% dans du PB&Es une homogénéisation au vortex
de quelques secondes, la suspension cellulairedispbsée sur un hémocytométre de

Malassez ; les cellules vivantes, non coloréeg, smmptées.

[11.2. Technique du MTT

[11.2.1. Principe

Pour évaluer I'activité antiproliférative de I'aeidursolique, nous avons également
utilisé la technique du MTT.

Le MTT (bromure de 3-[4,5 diméthylthiazol-2-yl]-2dhphényltétrazolium), ainsi
que d'autres sels de tétrazolium, est un coloramggnt étre réduit a différents niveaux de la
chaine respiratoire (Slatet al, 1963). Le MTT a été utilisé notamment pour Visga et
quantifier I'activité des lactate et malate déshgdnases (Kellen & Krcmeéry, 1965 ; Laycock
et al, 1965), ainsi que l'activité de la succinate gdsbgénase (Schanenstein & Hoffer-

Bergthaler, 1972). La réduction du MTT semble délpermajoritairement de l'activité des
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déshydrogénases mitochondriales (Mosmann, 1983)is naassi des activités des
déshydrogénases cytoplasmiques étroitement assaxiée glycolyse (Visticat al, 1991).
Ces caractéristiques ont été appliquées a I'éted grolifération cellulaire (Greeet al,
1984 ; Denizot & Lang, 1986 ; Gerlier & Thomass@8@; Alleyet al, 1988). La réduction
du MTT en formazan est habituellement analysée qudorimétrie dans des tests de
cytotoxicité (Carmicheatt al, 1987 ; Pieterst al, 1991), en utilisant le protocole utilisé par
Mosman en 1983.

La technique du MTT est basée sur la réductionseés de tétrazolium de couleur
jaune, en cristaux de formazan violets, princip&em par les déshydrogénases
mitochondriales actives : cette conversion se ptathiquement dans les cellules vivantes.
Les cristaux formés sont solubilisés dans le sodiodecyl sulfate (SDS) ; la solution colorée
résultante est quantifiée au lecteur ELISA. La gtéame formazan formée, déterminée par

absorbance a 550 nm, est proportionnelle au nodwoellules vivantes.
[11.2.2. Protocole opératoire

Le MTT (5 mg/ml), préparé dans le tampon phospB& ou dans une solution
saline équilibrée de Hanks (HBSS) est stable aC281°a I'abri de la lumiére. Il se conserve
aussi a +4°C pendant un mois. La solution soluilis a pH 7.4 (50 g de SDS dans 500 ml
de PBS auquel est ajouté 445 ul de HCI a 0,01M3tabte a la température ambiante.

Lors des études de prolifération, les cellules srgemencées dans des plaques
stériles de 96 puits, avec une densité deckllules et un volume final de 100 pl par puits.
Apres 24 heures d'incubation (durée nécessairadhéiience cellulaire), le surnageant est
retiré et différentes concentrations d’acide upai sont ajoutées. Les cellules sont laissées
au contact de la drogue pendant 24 ou 48 heurefuis dans les mémes conditions
environnementales (atmosphére humide, 37°C et 5%6@¢. Au terme de chaque durée
d'exposition, 10 pl de MTT sont ajoutés dans chagmuits et une premiére incubation de 4
heures est réalisée. Puis, 100 ul de SDS sontésjaldins chacun des puits avant une
deuxieme incubation de 4 heures. Une agitation@stssaire pour compléter la solubilisation

avant la quantification au lecteur ELISA (550 nm).
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IV. Analyse du cycle cellulaire par cytométrie delfix (CMF)

Nous avons utilisé cette technique pour déternuets étaient les effets de I'acide
ursolique sur les différentes phases du cycle legiéulors de la prolifération des cellules

HaCaT et M4Beu au cours des traitements par caitécule.

I\VV.1. Principe

La cytométrie de flux (CMF) est une technique dlgsa et de tri d’éléments
individuels dans un flux liquide, au rythme de puss centaines par seconde (Goldberg,
1980). Elle est adaptée a l'analyse situ de plusieurs constituants cellulaires (acides
nucléiques, lipides, protéines, etc...), et organ{igsosomes, mitochondries, etc...). Les
parametres étudiés sont quantifiés a partir desasgig émis par les organites isolés ou les
cellules, apres marquage a l'aide de moléculesdhamntes, en réponse a une excitation
lumineuse.

Le contenu en ADN des cellules est un parametguédment étudié en CMF pour
estimer la forme et la taille de la cellule. Lesalgges mettent en jeu des molécules
fluorescentes spécifiques, généralement interadanqui se lient de facon stoechiométrique a
'ADN. Ces analyses permettent ainsi d’obtenir ueéation linéaire entre lintensité de
fluorescence émise par la cellule et son contentABN (Kerker, 1982). Cette analyse
quantitative de I'ADN a largement contribué a lanicaissance du cycle cellulaire : elle

permet d’estimer au mieux la répartition des ceudans les différentes phases du cycle.

IV.2. Protocole opératoire

IV.2.1. Fixation des cellules

Les cellules HaCaT et M4Beu sont ensemencées skdoprotocole décrit
précédemment.

Au cours de la culture en présence d'acide urseligous observons une proportion
croissante de cellules qui se détachent du taphslaiee. Pour nos expérimentations, nous

constituons un "pool" cellulaire regroupant ledudek du tapis et celles du surnageant. Les
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cellules adhérentes sont décollées a l'aide derypsine et ajoutées aux cellules du
surnageant, puis la suspension cellulaire estitde a 1000 rpm pendant 10 minutes.

Apres avoir enlevé le surnageant, le culot celtal&st homogénéisé avec 3 ml de
PBS froid et de nouveau centrifugé pendant 10 ragubDans les mémes conditions, un
second lavage est réalisé avec du PBS, ainsi qalemeéme centrifugation.

Aprés avoir enlevé le surnageant, le culot celtal&ist repris avec 300 ul de PBS,
auquel sont ajoutés rapidement 700 pl d’éthanaigexvé a -20°C) afin de perméabiliser la
membrane cellulaire et permettre ultérieurementdrporation de la Rnase, et de l'iodure de
propidium comme marqueur.

Les échantillons sont stockés a une températuf203€ pendant 12 heures.

IV.2.2. Marquage du contenu en ADN de la cellule

Les échantillons cellulaires sont placés a tempéFaambiante 10 minutes avant la
manipulation. lls sont ensuite centrifugés a 100 pendant 10 minutes afin de retirer le
surnageant. A deux reprises, les cellules sonela®ec du PBS et centrifugées. Les culots
cellulaires obtenus sont repris dans 1 ml de PB&uea on ajoute 60 ul de RNase A (*), afin
d’éliminer les ARN et d’éviter toute interactioneavla molécule fluorescente employée. Les
cellules sont incubées a température ambiante tlataa 30 minutes. Enfin, avant I'analyse
en CMF, 50 ul d’iodure de propidium a 1 mg/ml (needant de '’ADN qui fluoresce dans le
rouge, Molecular Probes, Pays-Bas) sont ajoutésmd de suspension cellulaire contenant

environ 16 cellules.

(*) RNase A : 25 mg (50 Ul Kunitz, Roche Molecul&rance) dans 2,5 ml de tampon Tris.
Solution tampon Tris, a pH 7.6 : 0,12 g de Trif,86 g de NaCl pour 10 ml d’eau stérile

IV.2.3. Analyse

L’analyse par CMF est réalisée au service commucyttamétrie de I'Université de
Limoges a l'aide d’'un analyseur-trieur Facs Vantéigecton-Dickinson, USA) équipé d'un
laser argon émettant & 488 nm et du logiciel Cabsp (Becton-Dickinson, USA).

Pour chaque échantillon, une analyse conditionreeligé effectuée a l'aide d'un
cytogramme FSC (Forward SCatter) versus SSC (Sidt&), afin d’exclure les événements

correspondants aux débris de petite taille et amg&gats. Un minimum de 2xi@ellules est
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analysé par le logiciel Cell Quest (Becton-Dickims®JSA) en utilisant une amplification
linéaire pour la fluorescence rouge émise par liredde propidium. Cette derniére est
recueillie a I'aide d’'un filtre d’absorbance « pagwmut » de 600 nm (600 nm et au-deld).
L’analyse de la répartition des cellules dans lgeréntes phases du cycle cellulaire est
réalisée par le logiciel ModFit LT (Verity Softwakouse, Inc., USA), qui permet également
I'exclusion des doublets cellulaires (ou cellulescaées) (Werstoet al, 2001). Il est
primordial d’éliminer ces derniers lors de I'anaysun doublet de deux cellules en G1 serait
comptabilisé en phase G2 ou M de part son contdobalgen ADN, ce qui fausserait
I'interprétation des résultats.

Les résultats de I'analyse du cycle cellulaire stassiquement représentés comme

indiqué sur la figure 41.
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Figure 41 : Représentation théorique de la répartition dewleslldans les différentes
phases du cycle cellulaire en fonction de leur&omten ADN.
Abréviations :
G1:phase'gp 1 ;S : phase deysthése ; G2 : phasedpg 2' ; M : mitose
2n : quantité d’ADN dans la phase G1 ; 2n x2 : git&ad’ ADN lors de la duplication
en phase S ; 4n : quantité d’ADN doublée en phase G
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V. Etude de l'expression des ARN messagers par laedhnique de

RétroTranscription - Réaction de Polymérisation erChaine (RT-PCR)

Sur des cellules HaCat et M4Beu traitées avecd&arsolique, nous avons utilisé la
technique RT-PCR pour mettre en évidence I'expoessies ARNm de différents genes

codant pour les protéines intervenant dans le mgdlalaire et/ou dans I'apoptose.

V.1. Principe

La Reverse Transcription — Polymerase Chain ReaactiRT-PCR) ou
RétroTranscription — Reéaction de Polymérisation €haine est une technique semi
quantitative permettant de déterminer et d’analis€uantité relative de transcrits ou acides
ribonucléiques messagers (ARNm) dans les celluiediées. Cette technique RT-PCR est
une alternative a la technique de clonage pour ifieTpfADN. Effectivement, elle permet
d’obtenirin vitro, par réplication successive d'une matrice doubkile ADN, de multiples
copies d'un petit fragment d’ADN, a partir du morheou l'on peut disposer
d’oligonucléotides complémentaires de ses extrémpéuvant servir d’amorces pour la
réplication.

La technique de RT-PCR peut se décomposer en ggtapes : (i) I'extraction et le
dosage des acides ribonucléiques totaux (ARN tdtazontenant les ARNm, (i) la
rétrotranscription de ces ARNm en acides désoxmribleiques complémentaires (ADNc),
(iii) la réaction de polymérisation en chaine d&DIN en présence de polymérase, (iiii) la
visualisation par électrophorese de 'ADN amplifié.

- L’extraction et le dosage des ARN totaux seait séparation des ARN totaux des
protéines et de I'ADN a l'aide d’agents spécifiqagses la lyse cellulaire.

- La rétrotranscription (RT) permet de transcries ARNm en ADNc gréace a la
transcriptase inverse ("reverse transcriptase'fte@ape est essentielle a la technique de RT-
PCR car la PCR ne peut se faire sans ADNc (WargQ 1%illiland, 1990 ; Murphy, 1990).
Une fois les ARNm obtenus, la reverse transcriptaselyse la réaction de synthése du brin
d’ADNc a chaque molécule d’ARNm de I'extrait celire. Cette enzyme utilise les quatre
acides désoxyribonucléiques triphosphates (ANTRAEPd+ dTTP + dCTP + dGTP) pour
former une chaine d’ADNCc a partir de la chaine d¥&R servant de matrice. Comme toutes

les autres ADN polymérases, cette enzyme ne peutesjdes dNTP qu’a I'extrémité 3’
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d’'une amorce déja appariée a la matrice. L'amolago-@T ou poly-dT est une amorce
possédant une longue série de nucléotides thymineacs’hybrider a la queue poly-A 3’ des
matrices d’ARNm. Cette queue poly-A 3’ est uneesée nucléotides adénines ou se lient les
thymines de I'amorce poly-dT en formant ainsi deslies liaisons covalentes.

- La PCR, mise au point en 1985 par Saikal, est basée sur la répétition de cycle
de réplication d’ADNjn vitro, a partir d’'amorces spécifiques et permet d’obtéaimultiples
copies d’un petit fragment d’ADN. Le principe ert &ssuivant : la réaction PCR nécessite
'ADN cible (sous forme d’ADNc obtenu par RT) audusont ajoutées deux amorces
constituées d’oligonucléotides synthétiques compliaires des extrémités 3’ des brins de ce
fragment d’ADNc a amplifier. Une fois hybridés suas extrémités 3’ des brins d’ADNCc, ces
oligonucléotides servent d’amorces a la syntheséadghaine d’ADN qui s’enclenche par
I'ajout des quatre désoxyribonucléotides triphospbails forment le nouveau brin d’ADN a
I'aide d’'une ADN polymérase thermostable (ex : ddymérase Taq est extraite de la bactérie
abyssaleThermus aquaticys Cette Taq polymérase allonge les amorces a emeédrature
optimum de 72°C. Une fois la synthese terminédemapérature est élevée a 95°C afin de
dénaturer les duplex d’ADN néoformés. Puis, la térajure est abaissée et la synthese
d’ADN repart pour un nouveau cycle. Les cycles smnirts, de I'ordre de quelques minutes,
comportant des séquences de dénaturation de I'ADNybridation des amorces et
d’élongation de '’'ADN a partir des amorces. Nouseabns ainsi a chaque cycle la synthese
d’'une copie de chaque molécule d’ADN corresponddat séquence comprise entre les deux
amorces. La production est donc en principe expogien et en n cycles, 2n copies d’une
molécule sont obtenues. Apres 30 cycles, ’ADN ioagest amplifié un milliard de fois en
moins de deux heures. La plus grande majorité dedufis est identique du fait que 'ADN
amplifié correspond a celui qui est situé entrediégss de liaison des deux amorces et ne
s’étend pas au-dela des sites. En réalité, le readen’est pas de 100% et le nombre de
copies a rendement constant R n’est que de (1+R)

- La migration par électrophorése permet de visealfADN sur gel d’agarose. Elle
se fait a I'aide d’'un tampon de charge permettargédimentation des bandes. Ce tampon de
couleur bleue, évite le refoulement de 'ADN daias dolution de migration et permet

d’observer la migration sous l'influence d’'un chaélectrique.
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V.2. Protocole opératoire

Le protocole suivant est destiné a I'étude de FFegpion des ARNm a partir d’'un
pool cellulaire de 5 & 10.1@e cellules. Au cours de la culture en présenaeide ursolique,
nous observons une proportion croissante de cgliuese détachent du tapis cellulaire. Pour
chaque point expérimental, nous constituons un pelallaire regroupant les cellules du tapis
cellulaire décollées a l'aide de trypsine et ledutes du surnageant. Les suspensions
cellulaires sont centrifugées a 1000 rpm pendamhibites et les différents culots cellulaires
obtenus sont congelées a -80°C jusqu’a utilisation.

V.2.1. Extraction et dosage des ARN totaux au TRIzo

Avant de procéder aux étapes de RT-PCR, il fautaggt puis doser les acides

ribonucléiques totaux (ARN totaux) contenant les\NRiRnécessaires a I'étape de RT.

V.2.1.1. Principe d’extraction

Les ARN totaux se composent d’ARN messager (ARNdRN de transfert
(ARNt) et d’ARN ribosomaux (ARNTr). Seuls les ARNrarg nécessaires pour réaliser la RT,
mais ils ne peuvent étre séparés des ARNt et deNrAdl cours de cette technique
d’extraction ; les ARNm (représentant 1% des ARtdug) sont donc extraits en méme temps
que les deux autres fractions d’ARN totaux.

L’extraction des ARN totaux est réalisée a l'aideTtRIzol® Reagent (Gibco BRL).
Ce réactif est composé d’une solution monophagigughénol de guanidine isothiocyanate et
d’eau selon la méthode développée en 1987 par Chynski et Sacchi. Le TRIzol® permet
de lyser les membranes cytoplasmiques et de desslas complexes nucléoprotéiques. Il a
pour fonction avec I'aide du chloroforme, d’exteales ARN totaux en les séparant des autres
constituants principaux de la cellule. Effectivemés mélange TRIzol® - chloroforme forme
deux phases : 'une aqueuse comprenant les ARNx@#l'autre organique (chloroforme et
phénol) comprenant les protéines cellulaires eDNA Ces deux phases sont séparées par une
fine membrane de protéines phospholipidiques pranede 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 hoemgégsé avec 1 ml de TRIzol®
durant 5 minutes a température ambiante pour paenlet lyse cellulaire et une complete
dissociation des complexes nucléoprotéiques. Puigjoute 200 ul de chloroforme et on
homogénéise au vortex avant de centrifuger 15 m@at12000 rpm (4°C). Cette opération
sépare la phase chloro-phénolique inférieure camtehADN et les protéines, de la phase
aqueuse supérieure contenant les ARN totaux. Cesiede sont ensuite précipités en
mélangeant la phase aqueuse a 500 pl d’'isoprofdaohinutes a température ambiante). Le
culot d’ARN totaux est récupéré par centrifugatid® minutes a 12000 rpm a 4°C), lavé avec
de I'éthanol & 75% pour enlever toute trace d’ieppnol, séché sous vide, et homogénéisé
dans 30 a 40 pl (selon la taille du culot) d’eaaitée au diethylpyrocarbonate (DEPC ou
Nuclease Free Water : eau bi-distillée stérile gatamt I'inhibition des RNases et protégeant
ainsi les ARN totaux). Enfin, les ARN totaux somtubés durant 10 minutes a 55-60°C dans
un thermocycleur (Tpersonal Biometra, Biolabo, Antips, France) afin de dénaturer les

appariements des ARN totaux.
V.2.1.3. Dosage des ARN totaux

Pour déterminer le volume d’extraction contenapg2d’ ARN totaux nécessaire a la
RT, les ARN totaux sont dosés par spectrophotoméi¥i a 260 et a 280 nm d’absorbance
(Abs). Le rapport Abs 260 / Abs 280 donne un ratiprimant la pureté des ARN totaux
(1,85 équivaut a une pureté des ARN totaux proahel@D%, alors que 1,55 indique la
présence de protéines et donc une pureté des Aabdktoritiquable).

La concentration en ARN totaux (ug/ul) est calcidémn la formule suivante avec
un facteur de dilution de 1/2%¢f et 40 ng/ul correspond au coefficient d’extinctiaolaire
des ARN.

[ARN totaux] 5 Abs260 x dilution x 40 emg/ul
1000

Les ARN totaux étant tres fragiles, la qualité dewecci est vérifiee par
électrophorése sur gel d’agarose a 1,2%. Les dtbastd’ARN sont conservés a -80°C

jusqu’a utilisation.

144



V.2.2. Transcription inversée ou Rétrotranscription(RT)

La RT est réalisée a l'aide du kit « Omniscript kiRT Kit » (Qiagen, France) et a
partir des ARNm provenant des échantillons celtekailLa séparation des ARNm des ARN
de transfert et ribosomaux étant impossible, leiwma d’ARNmM prélevé pour réaliser la RT

correspond en réalité au volume des ARN totaux.

Le mélange suivant est préparé pour chaque tuliet(rioes) :

10X Buffer RT (ou tampon de transcription) 2 ul
dNTP (5 mM) 2 ul
Oligo-dT primer (10uM) / (0,5ug/ul) ou Amorce pady- 1l
Inhibiteur de RNase (10 unités/pl) ou RNase OUT [1p
Omniscript kit] Reverse Transcriptase 1l

Deux microgrammes des ARN totaux de chaque éclmntiiont incubés avec ce
mélange, et chaque tube est complété avec detlfai®e au DEPC pour obtenir un volume
final de 20 ul par tube. Pour activer la RT, lelsets sont incubés dans un thermocycleur a
37°C durant une heure. Au cours de cette rétratrgot®n, I'inhibiteur de RNase (ou RNase
OUT) protége les ARNm fragiles des RNases, afinlgjypuissent étre rétrotranscrits en
ADNCc plusieurs fois, sans étre abimés par ces eezyQuand la RT est réalisée, les ARN
totaux restants sont détruits par un chauffage 3R Purant 5 minutes. Cette derniere
opération permet d’obtenir uniquement ’ADNc, contedans le volume final (20 ul) qui sera
stocké a -20°C.

V.2.3. Réaction de polymérisation en chaine (PCR)

Afin de détecter I'expression des ARNm (p53, p2dx,kbcl-2) des cellules traitées
avec différentes concentrations d’acide ursoliqua,fallu déterminer le choix des amorces
en fonction de leur position sur la séquence cpmedante de 'ADNc recherché. Pour cela,
la recherche est faite grace a la banque de dof@&@3ank sur le site NCBI. C’est ainsi que

nous avons pu déterminer la taille, la températitmgbridation (Tm), et le nombre de cycles
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de PCR nécessaires pour chaque amorce. Ces cyEisés dans un thermocycleur

comportent 3 phases :

- une dénaturation des brins d’ADN par la chaleur,

- une hybridation spécifique des extrémités padisx amorces complémentaires,
- une synthése des brins d’ADNc ou élongation ABN par la Taq Polymérase.

Le tableau 6 regroupe les positions des amorcefasséquence correspondante de

I’ADNCc recherché (N° d’accession a la banque deegeéMCBI) et la taille des fragments de

PCR.
N°d’accession Position de Position de Taille du produit
ADN (« GenBank, NCBI ») I'oligonucléotide5’| I'oligonucléotide3’ | 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
B-actine XM_00414 590-611 1132-1158 569
p53 AH002918 129-151 609-632 504
p21VAFL/Cipl 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 (pdire de bases)

Le tableau 7 présente le nombre de cycles utijieés la PCR et les températures

d’hybridation (Tm) correspondant aux amorces spafs de chaque ADNCc.

146




ADN Nombre de Cycles de PCR Tm (OC) deS O|IgOﬂUC|éOtldeS
spécifiques
caspase-1 30 64
caspase-3 30 61
caspase-8 33 57,8
caspase-9 33 59
B-actine 27 58,3
pS53 30 61
leWAFl/Cipl 30 63
Bax 40 66
Bcl-2 40 58

Tableau 7 :Caractéristiques de chague PCR (Tm : Melting teatpes)

La PCR est réalisée a l'aide du kit « HotStarTa¢ADPolymerase Mix kit »
(Qiagen) et a partir des ADNc provenant de la RT.

Le mélange suivant est préparé pour chaque tuliet(rives) :

10X Buffer PCR (ou tampon d’amplification)30 5 ul
MgCl, (25 mM) 1,5 pl
dNTP Mix (10 mM) 1l
Amorce 5’ (20 uM) (ou Primer Direct) 1l
Amorce 3’ (20 uM) (ou Primer Reverse) 1l
HotStarTag ADN Polymérase 0,25 pl
Eau distillée et stérile 38,25 ul
Volume total 48,00 pl
Produit de RT (20 ul) ou ADNc 2 ul
Volume final 50 pl

Deux microlitres d’ADNc de chaque échantillon sortubés avec ce mélange pour
obtenir un volume final de 50 ul. Les tubes sorduér placés dans un thermocycleur et

I'amplification des ADNCc a lieu dans les conditiswgvantes :
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» Couvercle du thermocycleur a 100°C - Chaleur autleuréchantillon

*95°C 15 minutes 1 cycle - Scission de la Tacgeedah anticorps
= Activation de la Taq

*94°C 45 secondes - Dénaturation de 'ADN

« X °C 45 secondes Y cycles - Hybridation des am®®rc

«72°C 60 secondes - Elongation de 'ADN par lg Ta

*72°C 10 minutes 1 cycle - Formation des termoassde 'ADN

*4°C 10 minutes - Maintien en stase des ADN displi

Remarque : X °C correspond a la température deriusu d’hybridation suivant
I'amorce choisie. Effectivement la température thitigation, déterminée selon la formule de
Suggs [Tm = 4 (G+C) + 2 (A+T)] (http://www.gazetibb.tm.fr/2002archives/1996/
6PCR.htm), est dépendante des quatre bases corhpA&dx.

Y cycles correspond au nombre de cycles obligag@ur amplifier

I’ADN en fonction de I'amorce choisie.

V.2.4. Visualisation de 'ADN par électrophorése

Les ADN (produits de PCR) sont visualisés et arayapres électrophorése sur gel
d’agarose (Gibco) entre 1,2% et 1,5% dans uneisoltampon TAE 0,5X (*) et contenant
du bromure d’éthydium (BET, Sigma) qui est un io#ant de '’ADN. Un tampon de charge
(ou Gel Loading Solution) de haut poids moléculdieecouleur bleu est ajouté aux ADN qui
sont déposés dans les puits du gel préalablemépéargs a I'aide d’'un peigne. Le tampon de
charge permet la sédimentation des bandes, éwitiasitle refoulement des ADN lors de leur
dépot sur le gel dans la solution tampon TAE elinpet aussi, par sa coloration, de suivre la
migration des bandes dans la cuve a électrophdPeése ces bandes sont placées sous lampe
UVB (312 nm), ou le BET fluoresce et permet de lisea les ADN sur le gel révélant
I'amplification PCR. La détermination de linterssitelative de chaque bande (par le logiciel
"Kodak 1 D Image Analysis Software") permet de gkdcla taille et le poids moléculaire des
échantillons a partir d'un contréle standard (LoMA Ladder, Invitrogen, Cergy Pontoise,
France). Puis les tailles et poids de chacun d&um ensuite comparés a ceux théoriquement
attendus (Tableau 1).

(*) Solution tampon TAE 0,5X (ou Tris-Acétate-EDTRAS5X), pH 7.4 : Tris-HCI 10
mM ; Acétate de sodium anhydre 1 mM ; EDTA 1 mMgr&a)
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VI. Etude in situ de [I'expression des protéines par la technique

d'immunofluorescence indirecte

Afin d’étudier I'expressiorin situ des protéines (p53 phophorylé, p21, Bax, Bcl-2,
cytochrome c, AIF) liées au cycle cellulaire etawu processus apoptotique apres traitement
des cellules avec l'acide ursolique, nous avonisétia technique d’immunofluorescence
indirecte.

Cette derniere consiste a un marquage de I'antigrtké par un anticorps primaire,
qui sera lui méme marqué a l'aide d’'un anticorpsosdaire couplé a un fluorochrome (la
fluorescéine isothiocyanate ou FITC de fluorescemese). Ce double marquage permet
d’amplifier le signal de fluorescence.

Cette technique nous permet de visualiser quaigatent I'expressionn situ des

protéines étudiées.

VI.1. Principe

La préparation comportant la protéine (antigén@)edtre en évidence est plongée
dans une solution contenant I'anticorps dit primaiCe dernier reconnait I'épitope de
I'antigene (ou site de fixation de I'anticorps diantigéne) et s’y fixe de facon spécifique.
Apres rincage, I'excés d’anticorps est évacué,l atei reste que le complexe antigéne-
anticorps. Cet anticorps primaire n’étant pas portdu marqueur de fluorescence, un
anticorps dit secondaire, couplé au fluorochromECKlest ajouté. Ce dernier se fixera sur
I'anticorps primaire qui se comportera comme urigénie pour le secondaire (Figure 42).
Sachant que I'anticorps primaire Y (anticorps amiiigene X) est produit dans un animal Y et
gue l'anticorps secondaire Z (anti-anticorps Y) pstduit dans un animal Z, I'anticorps

primaire se comporte comme un antigéne pour I'amiE secondaire.
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<— Fluorochrome (FITC)

: Anticorps secondaire (Z)

Anticorps primaire (Y)

<— Antigene (X)

Figure 42 :Marquage d’un antigéne par immunofluorescence etk

VI.2. Protocole opératoire

L’ensemencement des cellules HaCat et M4Beu stitedans des lames avec 8
puits démontables (Lab-Tek chamber slide I, Numtyrs le protocole de culture cellulaire
préalablement décrit, avec une densité cellulage2bx1d cellules et 300 pl de milieu
complet par puits.

Les étapes suivantes sont identiques pour towsntdsorps utilisés au cours de cette
étude (Tableau 8 et 9).

NB: Pour réaliser le marquage immunofluorescerdirétt avec l'anticorps anti-p53
phosphorylé, toutes les solutions de chaque étapgratocole sont réalisées avec du TBS
(Tris-Buffered Salt) a la place du PBS, afin d’éher toute présence de phosphate extra-

cellulaire.
V.2.1. Fixation des cellules
Les cellules sont fixées avec du paraformaldéhipdd=§ a 4% dans du PBS pendant

20 minutes a température ambiante. Puis elles ockes 3 fois avec du PBS durant 5

minutes. La fixation des cellules permet de trd@agur un support fixe et immuable.
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V.2.2. Perméabilisation des cellules

Une fois les cellules fixées au support, elles pantméabilisées avec une solution de
PBS contenant 0,1% sodium-citrate-0,1% triton X1p&ndant 20 minutes a température
ambiante. La perméabilisation des cellules auntrfaxilitera I'entrée des anticorps dans la
cellule. La solution de sodium-citrate permet usenpabilisation douce qui n’entraine pas la

lyse totale des cellules comme cela pourrait €k avec I'utilisation du triton, méme dilué.
V.2.3. Blocage des sites antigéniques des protéines
Apres lavage avec du PBS, les cellules sont inaubgec une solution de blocage
PBS-0,1% de sérum d’albumine bovine (BSA, Sigma)dpat 45 minutes a température
ambiante. La solution de 0,1% BSA permet une stturaes sites antigénigues ou épitopes
des protéines de la cellule.
V.2.4. Immunomarguage avec anticorps primaire
Les cellules adhérées a leur support sont incudéss|'anticorps primaire (p21, p53
phosphorylé, Bax, Bcl-2, cytochrome c, AIF) diluand une solution de PBS-0,1% BSA,
durant 12 heures a une température de 4 °C (TaBleau
V.2.5. Immunomarquage avec anticorps secondaire
Apres trois rincages du tapis cellulaire avec duSP&us agitation, I'anticorps
secondaire couplé au fluorochrome FITC, est diluécadu PBS-0,1% BSA puis mis en
présence des cellules durant 90 minutes a 37 aC@scurité (Tableau 9).
V.2.6. Observation au microscope a fluorescence
Apres deux lavages des cellules avec du PBS, les gnnt démontés et une lamelle

est déposée sur le support. Les cellules sont wEseau microscope a fluorescence (Leica,

France).
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Anticorps primaires dirigés contre Produit chez Fournisseur Dilution/temps d'incubation
Anti-Apoptosis-Inducing Factor (AIF), L apin SIGMA 1/500 dans PBS-0,1% BSA,
humain A-7549, Lot # 90K4813 P 12 heures a 4 °C
Anti-Bax (B-9) Souris SANTA-CRUZ 1/200 dans PBS-0,1% BSA,
Sc-7480, Lot # A2903 BIOTECHNOLOGY, INC. 12 heures a 4°C
Anti-Bcl-2 (100) Souris SANTA-CRUZ 1/200 dans PBS-0,1% BSA,
sc-509, Lot # K1402 BIOTECHNOLOGY, INC. 12 heures a 4°C
Anti-p21 (187) Souris SANTA-CRUZ 1/500 dans PBS-0,1% BSA,
sc-817, Lot # H092 BIOTECHNOLOGY, INC. 12 heures a 4°C
Monoclonal antibody to cytochrome ¢ Souris ALEXIS 1/500 dans PBS-0,1% BSA,
mouton BIOCHEMICALS 12 heures a 4°C
. - . : 1/200 dans TBS-0,1% BSA,
Anti-p53, Phospho-Specific, humain Souris CALBIOQYE 12 heures & 4°C

Tableau 8: Conditions d'utilisation des anticorps primairesramunomarquage par fluorescence indirecte

Anticorps secondaire dirigés contre | Produit chez Rarnisseur Dilution/temps d'incubation
Anti-souris couplé a la fluoresceine Lapin VALBIOTH 1/500 dans PBS-0,1% BSA
durant 90 minutes a 37°C
Anti- lapin couplé a la fluoresceine Souris VALBIGTH 1/500 dans PBS-0,1% BSA

durant 90 minutes a 37°C

Tableau 9: Conditions d'utilisation des anticorps seconda@regnmunomarquage par fluorescence indirecte
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VII. Etude de I'expression des protéines par la tdmique de “Western Blot”

Nous utilisons la technique de Western Blot afincdeactériser la présence et de
quantifier 'expression des protéines étudiées (ABx, Bcl-2, p21, p53p-Actine) apres

traitement des cellules HaCat et M4Beu avec l'aaidelique.

VII.1. Principe

Le Western Blot est une technique permettant dieseall’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 sodidetdsulfate (SDS).
- Migration des protéines sur gel polyacrylamide.
- Transfert sur membrane de fluorure de polyvinyl@lRVDF) ou sur membrane de
nitrocellulose.
- Marquage immunocytochimique
- Marquage par I'anticorps primaire
- Marguage par I'anticorps secondaire

- Révélation par réaction de chimiluminescence.

Une représentation schématique des deux dernieesséest décrite sur la figure 43.
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Ac I + HRP

—
Réactif de chimiluminescence

O O O O
l

Luminescence

Figure 43 : Schéma de la technique d'immunomarquage par chimikiscence.
A- Reconnaissance de 'antigéne (Ag) par I'antisgspgmaire (Ac ) et fixation

B- Reconnaissance de I'A€ par I'anticorps secondaire (Ac9)l et fixation

C- Reconnaissance du réactif de chimiluminesceacéanzyme portée sur I'Ac'fi

et fixation engendrant la luminescence

154



VII.2. Protocole opératoire

Les cellules HaCat et M4Beu sont ensemencées delqrotocole de culture
cellulaire décrit précédemment : 1,58 1@llules sont ensemencées dans une boite deecultur
de 80 cm2 contenant 10 ml de milieu de culture dem@Nous constituons un "pool"
cellulaire regroupant les cellules du surnageatgsetellules du tapis cellulaire.

Les suspensions cellulaires sont centrifugées @ i pendant 10 minutes.

VII.2.1. Lyse et extraction des protéines totales

Les cellules, sous formes de culot, sont lysé&ssgirotéines extraites sont protégees
par un inhibiteur de protéases. Les culots celegacontenant 5xfale cellules sont traités
par 500ul de solution tampon RIPA a pH 7.5 (*) afin de lydes cellules et d’isoler les
protéines. Cette solution est additionnée d'un ng&ad'inhibiteur de protéases (2QlmI
Protease Cocktail Inhibitor, Sigma). Puis ce métaagt incubé 10 minutes sur la glace, et
centrifugé a 12000 rpm a 4°C pendant 20 minutesureageant contenant les protéines est

récupéré pour que ces dernieres soient doseées.

(*) Solution tampon RIPA : HEPES 50 mM, déoxychel&fb, nonidet P40 1%, SDS
0,1%, NaCl 150 mM, aprotinine 2@/ml

VII.2.2. Dosage protéique de I'extrait cellulaire

La concentration protéique du lysat cellulaire @éterminée par la méthode de
Bradford (Bio-Rad's protein assay, Bio-Rad, 197Bpur chaque échantillon, 5 ul de
surnageant issus de I'extraction sont ajoutés hAdummélange réactionnel de Bradford (1 ml
de réactif de Bradford + 4 ml d’eau distillée d&riLes différents tubes sont mis a incuber
pendant 5 minutes sur la glace. L'absorbance dangélest lue a 595 nm a l'aide d’'un
spectrophotometre (UV/Vis, V-560, Ubest). Préalatdat au dosage, une gamme étalon est

établie avec différentes dilutions d'une solutiGailmimine de sérum de veau (BSA).
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VII.2.3. Préparation et dénaturation des échantillms protéiques

Cette étape entraine la dénaturation des structseg®ndaires, tertiaires et
quaternaires des protéines par le SDS et pernfigatéon de ce dernier sur celles-ci pour les
charger négativement.

La quantité de protéines déposée sur le gel dapollamide peut varier de 10 a 40
Hg. Chaque extrait cellulaire est mélangé volumelanae avec un tampon de charge (*). Les
échantillons sont portés a 100°C pendant 5 minptasg permettre la dénaturation des
protéines.

(*) Tampon de charge 2X, pH 6.8 : Tris-HCI 50 mPtmercaptoéthanol 100 mM,
SDS 2%, bleu de bromophénol 0,1%, glycérol 10%.

VII.2.4. Electrophorése : migration des protéinesww gel polyacrylamide

Les protéines sont séparées par migration en SDEEP/Sodium Dodecyl Sulfate -
Polyacrylamide Gel Electrophoresis”. La concemratiu gel en acrylamide / bisacrylamide
varie de 10 a 15 % en fonction du poids moléculdés protéines a analyser. Aprées le dépot
des échantillons et du marqueur de poids moléeu(&igure 44A), la migration s'effectue a
voltage constant (90 Volts) pendant 2 heures dartamapon de migration (**) (Figure 44B).

(**) Tampon de migration, pH 8.3 : Tris-HCI 25 midlycine 250 mM, SDS 0,1%.

Marquewr de poids

moléculaire
O

Echantillons déposés

[+

YYY YVYY Migration

-

90 Volts

==
I

é Gel

Figure 44 : Migration par électrophorese des protéines supggtacrylamide.
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VII1.2.5. Transfert sur membrane de PVDF ou sur membane de nitrocellulose

Apres migration des protéines par €électrophoré&septotéines sont transférées sur
une membrane de PVDF ou sur une membrane de hitlose. Le gel de polyacrylamide est
mis en contact avec I'une de ces membranes dddrarise transfert s'effectue dans une cuve
a ampérage constant (20 V - 100 mA) pendant 90 tesndans du tampon de transfert (Tris-
HCI 48 mM, Glycine 39 mM, SDS 0,037 %, méthanol%D (Figure 45). La membrane de
transfert est récupérée et colorée au Rouge Por{€&gma) pour s'assurer de la qualité du

transfert (bandeé_grotéiques colorées en rouge saembrane) puis décolorée a l'eau.
A

| Eponges x2

Papier filtre x2

Membrane de PVDF
ou de nitrocellulose
Gel

Papier filtre x2

Sens de
migration

Eponges x2

20 Volts constant - 100 milliAmpéres, pendant 90 520 minutes

Membrane de PVDF
ou membrane de
nitrocellulose

Figure 45 : Cuve de transfert
A - Disposition des éléments dans la cuve de tesinsf

B - Transfert des protéines
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VII.2.6. Marquage par immunofluorescence de la memtane de transfert

avec les anticorps primaire et secondaire

Ce marquage permet de repérer les différentesipestétudiées sur la membrane de
transfert : celle-ci est incubée avec un anticgmaire capable de reconnaitre la protéine
recherchée et de s’y fixer. Puis un anticorps s@@ive couplé a la peroxydase est ajouté afin

gu’il puisse se fixer sur le premier anticorps.

Blocage: La membrane est déposée dans une solution dagdaomposée de PBS-
lait ou de PBS-BSA a différentes concentrationsfagrction de I'anticorps primaire utilisé.
Le blocage est effectué a 4°C sous agitation, dutaheure, pour saturer les sites non

spécifiques.

1°" anticorps. La membrane est incubée sous agitation avechbaps primaire dilué
avec une solution de blocage (PBS-BSA) pendant éiffds et a 4°C. Les dilutions des
anticorps ainsi que la solution de blocage utibsé&rient en fonction de I'anticorps (Tableau
10). La membrane est ensuite rincée 4 fois parsohgion de PBS-Tween 20 a 0,1%, puis

deux fois avec du PBS.

Anticorps primaires dirigés Produit Fournisseur Dilution/temps
contre chez d'incubation
Anti-Apoptosis-Inducing Facto 1/1000 dans PBS-4% BSA,
(AIF), humain Lapin SIGMA 12 heures a 4°C
A-7549, Lot # 90K4813
Anti-Bax (B-9) SANTA-CRUZ 1/200 dans PBS-4 % BSA,
sc-7480, Lot # A2903 Souris |BIOTECHNOLOGY, 12 heures a 4°C
INC.
Anti-Bcl-2 (100) SANTA-CRUZ 1/200 dans PBS-4 % BSA,
sc-509, Lot # K1402 Souris |BIOTECHNOLOGY, 12 heures a 4°C
INC.
Anti-p21 (187) SANTA-CRUZ 1/500 dans PBS-5% BSA,
sc-817, Lot # H092 Souris |BIOTECHNOLOGY, 12 heures a 4°C
INC.
Monoclonal antibody to Souris ALEXIS 1/500 dans PBS-4% BSA,
cytochrome ¢ BIOCHEMICALS 12 heures a 4°C
mouton
Anti-3-actine (AC-15) 1/5000 dans PBS-4% BSA,
A-5441, Lot#102K4811 Souris SIGMA 12 heures a 4°C

Tableau 10:Conditions d'utilisation des anticorps primaires/éastern Blot
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2" anticorps. La membrane est ensuite incubée avec l'antiepsndaire dans la

solution de blocage pendant 90 minutes sous amitati a 37°C. Deux anticorps secondaires

sont utilisés : un anti-lapin IgG (H+L), coupléaHRP "horseradish peroxydase" (Promega)

ou un anti-souris, couplé a la HRP (Dako) (Tablgadu La membrane est ensuite rincéee 4

fois par une solution de PBS-Tween 20 0,1%, puisftectue deux lavages au PBS.

Anticorps secondaires dirigés | Produit Fournisseur | Dilution/temps d'incubation
contre chez
Anti- lapin 1gG (H+L) couplé HRP Chévre PROMEGA 1/1000 dans PBS-lait 4%,
durant 90 minutes a 37°C
Anti-Souris couplé HRP Lapin DAKO 1/1000 dans PB&4% |,

durant 90 minutes a 37°C

Tableau 11:Conditions d'utilisation des anticorps secondagre$Vestern Blot

VII.2.7. Révélation par réaction de chimiluminesceoe

- Principe : La membrane est incubée avec du lunfgsadutions 1 et 2 du réactif de

chimiluminescence) (*). Au contact de ce réac#fperoxydase s'oxyde, la forme oxydée de

'enzyme libére de I'énergie lumineuse capable gliessionner un film radiographique

hypersensible. Les protéines apparaissent alossladorme de bandes sombres sur le film et

peuvent étre quantifiées par un logiciel adéquat.

- Protocole opératoire : La membrane est incubédad 1 minute avec un mélange

volume a volume des solutions 1 et 2 du réactitkdieniluminescence. La membrane est

égouttée et mise au contact d'un film radiographitf). Le temps de contact entre la

membrane et le film varie en fonction de I'anticgiin d'obtenir un signal d'une intensité

optimale (5 secondes a 5 minutes). Les films sdatsarévélés par un développeur

automatique (Kodak Diagnostic Imaging, RP X-OMADg&ssor modele M6B) et l'intensité

de chaque signal présent sur le film est détermpaéde logiciel “Kodak 1 D Image Analysis

Software”.

(*) Solutions 1 et 2 du réactif de chimiluminescenceCL Western blotting

detection reagents and analysis system, RPN 208ygkram Biosciences, UK.

(**) Film radiographique : "Hyperfilm ECL", AmershaBiosciences, UK
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VIII. Mise en évidence des activités caspases paranguagein situ a l'aide
du marqueur FITC-VAD-FMK

Les modifications morphologiques caractéristiqueslal cellule apoptotique, quel
que soit le stimulus, suggérent une phase effectoecnmune a tous les types cellulaires. Tous
ces signaux aboutissent en définitive a I'actio@viersible d’un tronc commun, constitué par
les caspases.

Pour montrer I'implication de I'acide ursolique @ale processus apoptotique, nous
avons effectué un marquagesitu sur les cellules HaCat et M4Beu. Nous avons étiles
sonde fluorescente FITC-VAD-FMK reconnue par tolésscaspases. Elle a la capacité de se
fixer sur toutes les caspases actives au sein dieflale. Cette technique de marquage
cytochimique va ainsi nous permettre de visualfgealitativement) I'importance du niveau

d’activation des caspases apres traitement aveiddairsolique.

VIIIL.1. Principe

La sonde FITC-VAD-FMK est basée sur linhibiteuréwversible de caspase, Z-
VAD-FMK (carbobenzoxy-valyl-analyl-aspartyl-[O-msefli-fluorométhylketone), couplé au
fluorochrome FITC.

Ce compose lipophile peut traverser la membrana dellule sans perméabilisation
préalable. Le groupement méthyl de I'aspartate pedtaugmenter la capacité du composé a
pénétrer les parois phospholipidiques des membreaglkdaires sans perturber I'intégrité de
celles-ci. Le groupement Z ou carbobenzoxy empéahdigestion intracellulaire de la
séquence VAD par les aminopeptidases.

Apres avoir pénétré la cellule, la séquence cibléadsonde va étre reconnue dans le
cytosol par toutes les caspases actives. En kffeégquence VAD (Valine-Alanine-Aspartate)
de la sonde se trouve alors au contact avec lgm®as; une liaison covalente irréversible
s’établit entre le groupement "fluoromethylketofEMK) de la sonde et le site catalytique
d’'une caspase (Figure 46).

A la suite de ce « verrouillage », il s'opére uivaije, au niveau du site catalytique.
Une fois libéré, le fluorochrome va émettre dangdd a 543 nm (aprés excitation a 490 nm)

et I'observation se fait a I'aide d’'un microscop#uirescence.
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Figure 46 : Schéma du principe du mécanisme d’action de liitdnils FITC-VAD-

FMK lors du marquagm situ des activités caspases

De part sa nature, la sonde FITC-VAD-FMK se compardmme un inhibiteur
irréversible de caspases. En effet, aprés formatiomomplexe enzyme (caspase) / substrat
(sonde) et la libération concommitante du fluoroohe (FITC), le site catalytique de la
caspase est rendu inaccessible suite aux liaisonalentes engendrées entre le site
catalytique et le groupement FMK. Cette propriéttessentielle car elle permet de montrer
qgue lintensité de la fluorescence est directemmoportionnelle au nombre de caspases

actives liees au FITC-VAD-FMK, et non a une sewspase active qui aurait clivé plusieurs

fois la sonde.
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VIII.2. Protocole opératoire

Les cultures cellulaires (HaCat et M4Beu) s'effeciu sur des lames
compartimentées en 8 puits démontables (Lab Tékuhc). La densité cellulaire est de
2,5x10 cellules par puits, chacun contenant 300 pl deemille culture complet. Les cellules
sont traitées psur une durée de 24 et 48 heures différentes concentrations d’acide
ursolique.

Aprées chaque période d’incubation, le surnageantedisé des puits ; ceux-ci sont
rincés par trois lavages avec du PBS 1X (pH 7.4)marqueur « CaspACEFITC-VAD-
FMK in situ» (Promega) a 5 mM est dilué dans 1 ml de milgait (1 pl/ml du marqueur).
200 pl de cette dilution sont déposeés sur le tapikilaire de chaque puits. Les puits sont
incubés a 37°C, sous papier aluminium, durant 8gselApres incubation, le surnageant est
retiré et les puits sont ringés avec du PBS 1X.dadisiles de chaque puits sont ensuite fixées
avec du para-formaldéhyde (PAF) a 4% dans du PBSiurAnt 20 minutes a température
ambiante. Un lavage avec du PBS 1X est a nouvdacteé, et les puits sont démontés avant
de procéder a I'observation visuelle des cellule&ide d’'un microscope a fluorescence

(Leica), et photographiées.

IX. Etude de [lactivitt enzymatigue des caspases .dosage par

spectrofluorométrie

Les deux voies biochimiques principales qui corghtisa la mort cellulaire par
apoptose, la voie extrinseque et la voie intringege traduisent entre autre et respectivement
par une activation de la caspase-8 et de la ca§pase

L’activation de I'une et/ou de l'autre de ces deaspases initiatrices déclenche un
processus en cascade qui aboutit a l'initiatioa Edctivation de caspases exécutrices comme
la caspase-3.

La caspase-1, impliguée dans le processus inflacireatpeut également induire
I'activation de la caspase-3.

Le dosage des activités enzymatiques de ces difeyecaspases est donc essentiel
dans la recherche et la compréhension des étapks tcensduction du signal apoptotique
induit par I'acide ursolique sur les cellules Ha€aM4Beu.
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IX.1. Principe

Le dosage des activités caspases nous permet tle eetévidence et de quantifier

les activités enzymatiques des différentes caspraadies.

Dans nos différentes expérimentations, nous avihseudes 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 congéttréis groupements :

- Un groupement de 4 peptides spécifiqgue d'une asespdonnée, comme par
exemple : Aspartate-Glutamate-Valine-Aspartate (DEour le substrat de la caspase-3.

- Un groupement AMC (7-Amino-4-Méthyl Coumarineip fluorochrome également
appelé groupement rapporteur.

- Un groupement acétyl (Ac) permettant, tout comengroupement Z, d’empécher
la digestion intracellulaire de la séquence DEVDIlpa aminopeptidases.

Si 'une des caspases étudiées est active, il Eop@& niveau du résidu Aspartate, un
clivage qui va entrainer la libération du fluorcmme. Celui-ci va alors produire une
fluorescence détectable par spectrofluorométrie.

Parallelement a la recherche de l'activité caspesppur un méme échantillon, un
inhibiteur synthétique spécifique est rajouté afenréaliser une compétition réversible entre
le substrat et I'inhibiteur. Ainsi la présence det inhibiteur permet de démontrer que

I'activité enzymatique mesurée correspond spéafigent a 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 irtbibi réversible du site
catalytique de la caspase.

Les différents réactifs (substrats et inhibiteuréfessaires a la mise en ceuvre du
dosage sont disponibles a I'unité ou dans desgisialisés.
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Pour chaque échantillon, I'étude de l'activité enayique de chaque caspase est
réalisé en 3 étapes :
- Lyse cellulaire
- Dosage protéique selon la méthode de Bradford p@terminer la quantité
exacte de protéine nécessaire au dosage de ltédies caspases
- Dosage de l'activité des caspases (-1, -3, -8 et pBéparation et mesure par

spectrofluorométrie

IX.2. Protocole opératoire

Les cellules HaCaT et M4Beu sont ensemencées #éeSaavec différentes
concentrations d’acide ursolique comme précédemrdéatit. Au terme de chaque durée
d’'incubation, 24 et 48 heures, les cellules dmageant et du tapis cellulaire sont récupérées
pour former un pool cellulaire. Chaque suspensieltulaire est centrifugée a 1000 rpm

pendant 5 minutes et stockée sous forme de cuRf°& jusqu’a utilisation.

IX.2.1. Lyse cellulaire

L’opération de la lyse cellulaire est réalisée deifa glace. Les culots cellulaires de
chaque échantillon sont lysés par 20 ul de soluitergente (Triton X-100 a 10%), auquel
sont ajoutés 200 pl d’'une solution tampon de @tag sodium (*). Cette solution tampon
permet de stabiliser les protéines cellulairesaiesi de réaliser une lyse douce. Enfin les

différents lysats obtenus sont homogénéisés &l'dign vortex.

(*) Solution tampon de citrate de sodium a 0,1%b: @ 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 totalesconvient de calibrer le

spectrophotometre et d’établir une courbe étalééreétielle a I'aide de I'albumine issue de

sérum bovin.
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Le dosage des protéines totales se fait selon lthaué de Bradford décrit
précédemment (VI1.2.2.). Pour réaliser le dosage algivités caspases dans des conditions
optimales, le volume de lysat ne doit pas dépasBenl et la concentration en protéines
totales a été fixée a 7,5 pug pour 1 pl de lysde (eé doit pas excéder 10 pg/ul) (kit

«CaspACE Assay System, Fluorometric», Promega).
IX.2.3. Dosage des activités enzymatiques des casgsm
IX.2.3.1. Etalonnage et préparation des échantillan

Afin de réaliser le dosage des activités enzymatqdes caspases étudiees, il
convient de calibrer préalablement le spectroflo@te (Fluorite 1000, Dynatech
laboratories) et d’établir une gamme étalon réfiatta a I'aide d’une solution de 7-Amino-4-
Méthyl Coumarine (AMC).

Nous avons utilisé le kit de Promega «CaspACE Assstem, Fluorometric» pour
mettre en évidence les activités de la caspase<¥ dh caspase-1, dans les différentes
conditions expérimentales.

Nous avons adapté ce principe de dosage enzymatigilautres activités caspases
telles que la caspase-8 et la caspase-9 dont deersees peptidiques IETD (caspase-8), et
LEHD (caspase-9) ont été choisies en fonction diekription bibliographique (Chet al,
2000).

* Kit «CaspACETM 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 congéra —20°C,
 Substrat de la caspase-8 (Ac-IETD-AMC) (Bachem Bimae),
« Inhibiteur de la caspase-8 (Ac-IETD-CHO) (BacheradBimie),

165



* Substrat de la caspase-9 (Ac-LEHD-AMC) (Bachem Biimie),
« Inhibiteur de la caspase-9 (Ac-LEHD-CHO) (BacheradBimie).
Le DTT permet de maintenir sous forme réduite lafreode la cystéine du site

catalytique de facon a optimiser le clivage dedigne.

IX.2.3.2. Mesure de l'activité enzymatique des casges

Les différents substrats et inhibiteurs de caspssespréalablement dissous dans du
DMSO, puis dilués dans de I'eau distillée stériteipobtenir une concentration finale de 2,5
mM. lls sont aliquotés et conservés a -20°C jusgqtilésation.

Les différents échantillons a tester sont dispds@s une plaque 96 puits «blanches»

a fond plat (Nunc), avec les différents réactifename indiqué dans le tableau 12.

Substrat / Inhibiteur Substrat Blanc
Tampon Caspase 32 ul 32 ul 32 ul
DMSO 2 ul 2 ul 2 ul
DTT (ImM) 10 pl 10 pl 10 pl
Lysat Cellulaire * * -
Inhibiteur Caspase
2 ul - -
(2,5 mm)
H.O gsp 98 pl gsp 98 ul 54 ul
Incuber 30 minutes a 37°C
H,0 - - 2 Ll'
Substrat Caspase
2 ul 2 ul -
(2,5 mM)
Incuber 2 heures a 37°C

*: le volume de chaque échantillon est toujoutstd pour avoir une quantité de protéines totajateéa 75 g
avec un volume de lysat n’excédant pas 10 pl.

Tableau 12:Distribution des réactifs pour le dosage des déswtaspases.

Aprés 2 heures d’incubation, la fluorescence estumée avec un lecteur de plaque a
fluorescence a l'aide des filtres d’excitatidg. 360 nm) et d’émissoni.dm 460 nm).
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X. Etude du potentiel transmembranaire mitochondrid, en cytométrie de
flux, par un double marquage (TOTO-3 / JC-1) et enmicroscopie a

fluorescence par un marquagen situ (JC-1)

La mitochondrie joue un rdle central dans les miéoaes d’apoptose de la voie
intrinseque (Kroemeet al, 1997). En effet, une des manifestations précdceprocessus
apoptotique se traduit par une chute du potemekstmembranaire mitochondrial¥ m).

Pour mettre en évidence une dissipation de ce feltesur des cellules HaCat et

M4Beu traitées avec de l'acide ursolique, nous awudtilisé la technique de cytométrie en
flux (CMF). A l'aide de deux fluorochromes, TOTCGeBJC-1, nous avons effectué un double
marquage cellulaire. Le fluorochrome TOTO-3 noupeamis de faire une discrimination
entre les cellules mortes et les cellules vivares.cette derniére population, l'utilisation du
marqueur JC-1 nous a permis d’analyser I'évolutidm potentiel transmembranaire
mitochondrial.
Il est & noter que I'étude du marquage JC-1 saifajuement sur les cellules vivantes, car les
cellules apoptotiques secondaires forment plusieorgs apoptotiques que la CMF pourrait
comptabiliser comme des cellules integres et dimgser I'évaluation des cellules ayant des
mitochondries a bas potentiel.

Nous avons eégalement étudié [I'évolution du poténtteansmembranaire
mitochondrial par une analyse situ des cellules HaCat et M4Beu traitées avec dedéaci
ursolique. Pour cela, nous avons effectué un magemaallulaire avec le fluorochrome JC-1 et

suivi la dissipation du potentiel en microscopiéuarescence.
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Le schéma général de I'analyse du potentiel trangmmanaire mitochondrial est
représenté sur la figure 47.

Test de perméabilité cellulaire a
| 'aide de TOTO-3

|

TOTO-3
Intégrité membranaire Perte d 'intégrité
cellulaire conservée membranaire cellulaire
TOTO-3 ° TOTO-3 *

| !

Cellules en Nécrose ou

Analyse du potentiel Apoptose secondaire (IF)

mitochondrial a I'aide du JC-1

|
’ ’ ’

Fluorescenceorange Fluorescenceorange/ verte Fluorescenceverte
Potentiel membranaire  Chute de potentiel membranaire Chute de potentiel
mitochondrial élevé mitochondrial en cours membranaire mitochondrial
Cellules normales Cellules en cours d’apoptose Cellules en apoptose

primaire (1)

Figure 47 : Principe de l'analyse du potentiel transmembramaitechondrial A¥Ym) par double

marquage
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X.1. Analyse en cytométrie de flux du potentiel trasmembranaire

mitochondrial (A¥m) par un double marquage TOTO-3/JC-1

X.1.1. Principe

L’étude du potentiel transmembranaire mitochondgal cytométrie en flux, a l'aide
de sondes fluorescentes TOTO-3 et le fluorochro@d Jpermet d'effectuer une analyse

précise de I'état fonctionnel mitochondrial.

X.1.1.1. Fluorochrome TOTO-3

Le fluorochrome TOTO-3 (*) est une molécule intéaode de 'ADN qui permet de
faire une discrimination entre les cellules vivanggles cellules mortes.

Les cellules mortes, parmi lesquelles se trouvest dellules nécrotiques et les
cellules en apoptose secondaire, ont perdu leégiité membranaire. Elles laissent ainsi
pénétrer le fluorochrome TOTO-3 qui va alors sticéder dans ’ADN nucléaire. Sous une
excitation a 633 nm par un laser hélium/néon, faed OTO-3 fluoresce dans le rouge et son
émission est lue par un filtre passe haut & 660 nm.

La population de cellules mortes est appelée, auwscde cette étude, TOTO-3
(Figure 48).

Les cellules vivantes, parmi lesquelles se troulesntellules normales et les cellules
en apoptose primaire, ont une intégrité membranaireservée. Les cellules vivantes sont

imperméables a la sonde TOTO-3 et forment aingofaulation TOTO-3(Figure 48).
(*) TOTO-3: [1,1-(4,4,8,8-tetramethyl-4,8-diaza@edmethylene)-bis-4-(3-methyl-

2,3-dihydro-(benzo-1,3-thiazole)-2-methylidene) iaglinium  tetraiodide  (Molecular
probes)]
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TOTO-3

Populat_ion Population de cellules perméabilisées
cellulaire ) (nécrose et apoptose secondaire)
Intensite Population de cellules en début

Relative de

d’apoptose (primaire)
fluorescence

<«— Population de cellules
vivantes ou normales

TOTO-3

Intensité relative de fluorescence
rouge (TOTO-3) - FSC

Figure 48 : Schéma de I'analyse en CMF des populations calédanarquées par TOTO-3.
Forward SCatter (FSC) vs Intensité Relative derflaoence (TOTO-3).

X.1.1.2. Fluorochrome JC-1

Le fluorochrome JC-1 (*) est une molécule charggstivement, de couleur orange,
et ayant un caractére hydrophobe.

Le gradient de potentiel de la mitochondrie integagoermettre a la sonde JC-1, sous
forme de monomeres, de traverser en grande quéegiembranes mitochondriales. Sous
I'influence du haut potentiel, les monoméres delX®nt former des aggrégats qui émettent
une fluorescence orange a 590 nm, aprés avoixeee par le laser Argon a 488 nm (Figure
49 A).

Si la mitochondrie présente une diminution de satemtiel transmembranaire
(baisse du gradient de potentiel), le marqueur j@fietre dans I'organite, mais en quantité
peu importante. Le bas potentiel membranaire @atirda majorité des monoméres JC-1 qui
ne peuvent former d’aggrégats. Les monomeres testenJC-1 émettent une fluorescence

verte a 525 nm, apres avoir été excités par le lagmon a 488 nm (Figure 49 B).

(*) JC-1: [5,5,6,6-tetrachloro-1,1’,3,3-tetragtlbenzimidazolyl-carbo-cyanine iodide

(Molecular probes)]
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Figure 49 : Fluorescence de JC-1 en fonction du potentiel manaire mitochondrial .

Observation en microscopie a fluorescence

X.1.2. Protocole opératoire

Les cellules HaCat et M4Beu sont traitées avecudfites concentrations d’acide
ursolique pendant 24 et 48 heures.

Dans les mémes conditions de culture, les celldSat et M4Beu sont traitées avec
de I'eau oxygénée @#D,), qui est considérée, dans notre étude, commemoin positif
induisant de maniere précoce le processus apopeo(igulianiet al, 2003). HO, (1ImM
finale) est ajoutée 5 heures avant la fin de I'expéntation. Dans ce protocole, les cellules
non traitées et traitées avege@4 vont permettre de définir le niveau de fluoreseede 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 ool"gellulaire regroupant les
cellules du surnageant et les cellules du taplslage. Pour chague suspension cellulaire, les
cellules sont comptées, puis centrifugées a 1000pggpndant 10 minutes. Elles sont remises
en suspension avec du milieu complet de facon anabtine densité cellulaire de 5x10
cellules/ml. Un volume de 5 pl du marqueur JC-1u(¥ finale) est rajouté a chaque
échantillon qui sera incubé a 37°C pendant 30 rag1lRuis un volume de 0,5 pl du marqueur
TOTO-3 (1 mM finale) est rajouté aux échantillonsuat que ces derniers soient de nouveau
incubés durant 5 minutes a 37°C.

L’analyse en cytométrie de flux est réalisée aveaninimum de 1bcellules. Les
débris cellulaires sont éliminés du reste de laufan cellulaire par FACS Vantage
(Beckton Dickinson, San José, CA) et représent@sde d’'un cytogramme FSC versus SSC.

Les résultats cytométriques sont analysés aveodei¢l “Cell Quest” (Beckton
Dickinson, USA) et sont visualisés sous forme degnammes :

» cytogramme FSC versus FL4 (intensité relative Ideréscence rouge de la

sonde TOTO-3) pour représenter les populations TQTOrOTO-3

» cytogramme FL1 (intensité relative de fluoresceneete de la sonde JC-1)

versus FL2 (intensité relative de fluorescence geade la sonde JC-1) pour
représenter les populations cellulaires ayant déschondries a haut potentiel
transmembranaire (orange) et a bas potentiel traméranaire (vert).

» cytogramme FL2 versus FL4 pour représenter les populations de cellules

mortes (rouge), vivantes (orange) et apoptotiquess).

X.2. Etude in situ du potentiel transmembranaire mitochondrial
(AYm) par simple marquage avec la sonde JC-1: obsem@an en

microscopie a fluorescence

Cette étuddn situ en microscopie a fluorescence, avec la sonde Joil,nous
permettre d’'observer une photographie ponctuelle'd&@t du potentiel membranaire
mitochondrial des cellules HaCat et M4Beu traitéesc I'acide ursolique.

Lors de cette étude, les cellules sont adhéréesirasuipport et ne subissent pas le
stress du décollement a la trypsine. Ainsi, letuted observées correspondent uniquement a

la population de cellules normales ou en coursap#gse.
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X.2.1. Principe

Comme préalablement décrit, le fluorochrome JC-Etéume fluorescence orange
pour toute mitochondrie a haut potentiel membranébellules vivantes normales) tandis

gu’il émet une fluorescence verte caractéristiques dnitochondries a bas potentiel

membranaire (cellules vivantes en cours d’apoptose)
X.2.2. Protocole opératoire

Les cellules sont ensemencées sur des lames camgratdes en 4 puits circulaires
démontables (Lab Tek I, Nunc) avec une densitéxd€'Zellules par puits dans un volume
de 1 ml. Apres 24 heures d’adhérence cellulairés g4 et 48 heures de traitement avec
I'acide ursolique, un volume de 500 pl de miliemgbet contenant 5 pl de JC-1 (1 pM final)
est déposé sur chaque échantillon. Ces dernietsraniés durant 35 minutes a 37°C. Apres
un lavage du tapis cellulaire avec du PBS, lessmont démontés et une lamelle est déposée
directement sur les quatre échantillons. Ces darngmnt examinés au microscope a

fluorescence (Leica), puis photographiés.

XI. Statistiques

Pour toutes les expérimentations, les analysesstajaes ont été réalisées par des
analyses de variance (ANOVA). Une valeur infériean@,05 (P<0,05) est considérée comme

significative. Toutes les expérimentations ontréaisées trois fois.
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RESULTATS
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CHAPITRE I : Lignée cellulaire HaCaT

|. Evaluation du potentiel anti-prolifératif de I'a cide ursolique

Dans cette étude portant sur les effets potentleld’acide ursolique sur la lignée
cellulaire HaCaT, notre premiére approche a étémadtre en évidence l'activité anti-
proliférative de cette biomolécule. Pour cela, nausns utilisé deux techniques d’évaluation

de la prolifération cellulaire : la technique du WM&t la technique du bleu trypan.
l.1. Technique du MTT

La viabilité cellulaire a été déterminée apresédraent des cellules avec différentes
concentrations d’acide ursolique sur une duréecdbation de 24 et 48 heures. Les résultats
sont exprimés en pourcentage de viabilité par ndppox cellules témoins non traitées
(Figure 50).

Apres 24 heures d’incubation, la courbe de prdiién fait apparaitre une légere
augmentation de la viabilité avec des concentratiacide ursolique comprises entre 5 et 15
UM. La viabilité cellulaire maximale est obtenueeavlO uM d’acide ursolique ; une
augmentation de la prolifération de 17,75% est ofégepar rapport aux cellules non traitées.
Avec 20 pM, un faible effet anti-prolifératif estisren évidence, avec une diminution de la
viabilité de 10,23 %.

Apres 48 heures de traitement, un effet anti-pradiif est observé a partir de 12,5 pM

d’acide ursolique ; avec 20 uM la viabilité celingaest diminuée de 33,4 %.

175



Les résultats semblent montrer que l'acide urseliquésente un effet anti-
prolifératif mais uniqguement quand les cellulestdoaitées avec les concentrations 15 et 20
UM (Figure 50). Au terme de ces deux périodes dietnent, et avec cette gamme de
concentration, les valeurs des,d@Concentration d’acide ursolique entrainant umeirglition
de 50 % de la viabilité cellulaire) semblent éamyement supérieures a 20 UM et ne sont pas
déterminées. Cependant, ces résultats ne sontnpadéguation avec un examen visuel du
tapis cellulaire : I'observation faite au microseagptique, parallelement a la mise en place de
la technique du MTT, fait trés nettement apparattés 24 heures, une diminution du nombre

de cellules traitées, en particulier avec 15 gt RDd’acide ursolique.

) 1007 % ;9 I;G? 89,177

Figure 50 : Etude de la viabilité des cellules HaCaT en présatiacide ursolique

apres 24 et 48 heures de traitement.

La technique du MTT ne paraissant pas étre adaptétude de la prolifération des
cellules HaCaT en présence de l'acide ursoliquasravons déterminé la viabilité cellulaire

par un comptage direct de ces cellules graceechmique du bleu trypan.
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|.2. Technique du bleu trypan

Les cellules HaCaT sont comptées sur un hémocyterdetMalassez et les résultats

sont exprimés en pourcentage de viabilité par mdppox cellules témoins non traitées

(Figure 51).

L’acide ursolique présente un effet anti-prolifdrdbse et temps dépendants :

Apres 24 heures d’incubation avec l'acide ursoljqu€ s, est comprise entre 15 et

20 uM d’acide ursolique, avec respectivement 5936t 42,69 % de viabilité cellulaire pour

ces deux concentrations.

Apres 48 heures de traitement, kli@st de 12,5 uM d’acide ursolique.
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Figure 51 : Etude de la viabilité des cellules HaCaT en présatiacide ursolique

apres 24 et 48 heures de traitement.
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|.3. Etude comparative de la viabilité des celluleslaCaT en présence

d’acide ursolique. Techniques du MTT et du bleu trypan.

L’évaluation du potentiel anti-prolifératif de I'mle ursolique, obtenue apres le
comptage des cellules HaCaT avec la technique e toypan, met en évidence un effet
inhibiteur dose et temps dépendants. La méme éi@iutaite avec la technique du MTT
minimise complétement cet effet (Figure 52).
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Figure 52 @ Analyse comparative de la viabilite cellulaire aeslules HaCal
en présence d’'acide ursolique (24 et 48 heuresaderhent).

Techniques du MTT et du bleu trypan (n=3).
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ll. Analyse du cycle cellulaire des cellules HaCaTpar cytométrie de flux

Aprés avoir mis en évidence une activité anti-péadditive de I'acide ursolique sur la
lignée HaCaT, nous avons recherché si cet effevgibétre la conséquence d’'un arrét du

cycle cellulaire induit par cette molécule.

II.1. Etude de la répartition des cellules dans ledifférentes phases du

cycle cellulaire

Nous avons utilisé la technique d’analyse du cgeldulaire par cytométrie de flux
pour rechercher le contenu en ADN des cellulesnsi déterminer leur répartition dans les

différentes phases du cycle. Les résultats soméen pourcentage de cellules dans chaque

phase du cycle (Tableau 13).

Temps | Traitement G0/G1 S G2/M Sub-G1
Témoin 29,06t1,42 | 56,9%3,60 % | 13,481,45 %| | 1,02:0,22 %
® 7,5uM | 30,86:2,55 | 54,56:3,82 % | 13,521,21 %| | 1,06t0,17 %
o4 h é‘ 10 uM | 31,332,34 | 55,18:2,24 % | 13,480,98 %| | 0,96+0,18 %
g 12,5uM| 37,0%2,88 | 52,5Gt2,54 % | 10,4%1,01 %| | 1,12+0,49 %
% 15uM | 42,1a:3,26 | 42,132,71 % | 15,7#1,83 %| | 3,441,14 %
< 20 UM | 46,76:3,13 | 49,1A#2,45% | 4,0#1,46 % | |13,23:2,28 %

Temps| Traitement G0/G1 S G2/M Sub-G1
Témoin 30,88:1,99 % | 52,2A#2,81 % | 16,852,14 %| | 1,140,21 %
© 7,5 UM | 37,74:2,21 % | 50,46:2,52 % | 11,881,65 %| | 1,46t0,33 %
é‘ 10 uM | 44,8%2,43 %| 44,58:3,74 % | 10,551,42 %| | 1,36+0,27 %
48 h % 12,5 uM| 44,1#1,57 %| 50,182,67 % | 5,660,93 % 1,180,19 %
g 15 uM |48,26t2,77 % | 44,16:2,44 % | 7,580,68 % | |15,2%2,83 %
< 20 uM |52,06t3,02 % | 41,16t3,14 % | 6,720,87 % | [22,533,14 %

Tableau 13 : Répartition des cellules HaCaT dans les différeptesses du cycle

cellulaire aprés 24 et 48 heures de traitement Baeide ursolique.
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Les cellules HaCaT témoins présentent un cyclalle@é qui évolue normalement
au cours du temps avec une proportion de cellidas tés phases G1, S et G2/M, comparable
apres 24 et 48 heures de traitement (Tableau 13).

En ce qui concerne les cellules traitées, nousretise apres 24 heures d’incubation,
une accumulation progressive des cellules HaCaFB tharphase G1: de 29,06% pour les
cellules témoins a 46,76% avec 20 uM d’acide ugyseli

Apres 48 heures d’incubation, la méme évolutionaofstervée mais avec une plus
forte accumulation dans cette phase : de 30,88% Ipsicellules témoins a 52,06% avec 20
UM d’acide ursolique.

De maniére concomittente, nous observons une diimimdu nombre des cellules en

phase G2/M en fonction de la concentration d’acig®lique.

II.2. Mise en évidence d'une population cellulaire apoptotique :

présence d'un pic sub-G1

L’analyse du cycle cellulaire fait également apjiegaun pic sub-G1 (sous-groupe
de la phase G1) (Tableau 13, Figure 53). Ce pieGllest représentatif d’'une population
cellulaire apoptotique, caractérisée par une fragation de 'ADN (Ormerockt al, 1992).

En effet, lors du protocole opératoire mis en ceypaer I'étude du cycle, les cellules sont
perméabilisées avec de I'éthanol a -20°C créant mesopores dans les membranes
cytoplasmiques. Ces micropores permettent la paiair de l'iodure de propidium qui
pourra aller s’intercaler dans I'’ADN. Mais au couss « lavages » successifs des cellules
(étapes du protocole opératoire), les microporeissdat échapper dans le milieu
extracellulaire les petits fragments d’ADN des el apoptotiques. Ces dernieres se
retrouvent alors avec un contenu en ADN fortemémirdié, mais néanmoins marquées avec
'iodure de propidium: le pic sub-G1l représentee uaccumulation de ces cellules
apoptotiques dans la sous phase G1, ces celluteg pgrdu la majorité de leur contenu en
ADN.

C’est ainsi qu'apres 24 heures de traitement, rservons I'apparition d’'un pic
sub-G1 quand les cellules sont traitées avec 20digdide ursolique (13,23% de cellules
apoptotiques).

Aprées 48 heures de traitement, ce pic sub-G1 esemévidence dés 15 uM d’acide

ursolique (15,29% de cellules apoptotiques). Peardellules traitées avec 20 uM d’acide
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ursolique, le pourcentage de cellules apoptotigstdrés significativement augmenté entre
24 et 48 heures (de 13,23% a 22,53%).
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Figure 53 : Etude de la répartition des cellules HaCaT dandifésrentes phases du
cycle cellulaire aprés 24 et 48 heures de traitéragac I'acide ursolique par la
technique de CMF.
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L’'analyse du cycle cellulaire en cytométrie de flmontre que sur la lignée HaCarT,
I'acide ursolique induit de maniére dose et tem@ygeddants un arrét du cycle cellulaire en
phase G1. Lors de cette analyse du cycle cellyl@rprésence du pic sub-G1 est le premier
élément dans cette étude qui nous amene a pensdiaqide ursolique induit le processus
apoptotique sur les cellules HaCarT.

Dans la suite de nos expérimentations, nous énslies effets de I'acide ursolique

avec une gamme de concentration resserrée autowatiirs de I'lG.

lll. Protéines p53 et p21. Etude de I'expression deARNmM et des protéines

Nous avons montré précédemment en cytométrie de dlie I'acide ursolique
induisait sur les cellules HaCaT un arrét du cyocdlulaire en phase G1. Nous avons
également montré la présence de pics sub-G1, édasdicfues de cellules apoptotiques. Aussi,
NOUS nous sommes intéressés aux protéines courdnmaiquées dans la régulation du

cycle cellulaire (p53, p21) et dans I'apoptose [p53

[1l.1. Etude de p53

Dans les cellules « normales », la protéine p53trést faiblement exprimée. Lors
d’'une aggression de la cellule, différentes voiesignalisation aboutissent a la stabilisation
de la protéine, entrainant son accumulation dangyau et son activation comme facteur de
transcription.

Cette activation induit I'expression de genes ioupfis dans l'arrét du cycle
cellulaire et/ou dans l'induction du processus apiogue.

L’activation de p53 peut étre modulée a plusieiwvsaux :

- augmentation de I'expression de la protéine,
- conversion de p53 d'une forme latente en une éoactive (activation par
phosphorylation, par exemple),

- translocation de p53 du cytoplasme vers le noyau.

C’est ainsi que, sur les cellules HaCaT, nous aétungi€, avec la technique de RT-
PCR, l'effet de I'acide ursolique sur I'expresside '’ARNmM de p53. Nous avons également
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étudié l'effet de cette biomolécule sur I'expressiet I'activation de la protéine p53 en
utilisant deux techniques : Western Blot et le mage immunofluorescent indiraatsitu.

[11.1.1. Expression de TARNm de p53

Sur les cellules HaCaT témoins et traitées aveltadiele ursolique, I'expression de
'ARNmM de p53 a été mise en évidence a I'aide dedanique RT-PCR.

Nous avons utilisé I'expression de 'TARNm defaactine pour quantifier celle de
'ARNmM étudié. En effet, lg-actine est une protéine constitutive de la cellgle I'on
retrouve de fagon constante dans les cellules té&rei les cellules traitées : elle ne subit
aucune altération lors des différents traitemestts,est pour cette raison que nous l'utilisons
comme référence dans cette étude.

L'observation de l'intensité des bandes obtenuefR€FPCR montre que I'acide
ursolique est sans effet sur I'expression de 'ARNenp53. La quantification de ces bandes
en faisant le ratio d’intensité p53 (F-actine pour chacune des bandes confirme cette

observation (Figure 54).

Acide ursolique (UM)
0 10 125 15 0 10 15

p53 — — S — e ——

B_actine —— E—— A — ———i—
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Ratio | t
p53 sur
B-actine
(0] (0]

Figure 54 : Effet de I'acide ursolique sur I'expression de 'NR de p53 des

cellules HaCaT aprés 24 et 48 heures de traitement.
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[11.1.2. Expression de la protéine p53

Afin de vérifier les résultats obtenus en RT-PCBysavons étudié I'expression et
I'activation de la protéine p53 en utilisant deaghniques :
- Western Blot avec un anticorps anti-p53 pour iétuiexpression de la protéine,
- Immunofluorescence indirecte a I'aide d'un amsoanti-p53 phosphorylé sur

la sérine 392, pour visualiser I'activation de p53.

[11.1.2.1. Expression de p53 par la technique Weste Blot

L’'observation de l'intensité des bandes et le dallas ratios p53 B-actine qui en
résulte montrent que I'expression de la protéin@ pies cellules traitées avec l'acide
ursolique, apres 24 et 48 heures de traitementrésente pas de variations significatives par
rapport aux cellules témoins (Figure 55).

Ces résultats sont en accord avec ceux obtenudatexhnique RT-PCR.

Acide ursolique (uUM)
0 10 125 15 0 10 125 15
P53 - e — SR S e My [ «— 53 KDa

B-actine “ B S W e | «— 43 KDa

— -

24 h 48 h

2 7 2 7

Figure 55 : Effet de I'acide ursolique sur I'expression de Iatpine p53 des

cellules HaCaT aprés 24 et 48 heures de traitement.

Technique Western Blot (n=3).
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[11.1.2.2. Activation de p53 par immunofluorescencendirecte

Quand p53 est activeen vitro, la protéine subit des modifications post-
traductionnelles et en particulier une phosporgtatie la sérine 392 (Sakaguehial, 1997).

Aussi dans cette étude sur les cellules HaCaT, awoss effectué un marquage
immunofluorescent de p53 avec un anticorps antiffi@&sphorylé et spécifiqgue de la sérine
392, sur lequel on fixe un deuxieme anticorps ocdapi fluorochrome FITC.

Sur la figure 56, nous pouvons observer que ldslesltémoins, apres 24 heures
d’'incubation, présentent au niveau du cytoplasme €loorescence diffuse, traduisant
I'activation basale de la protéine p53. En revandbe cellules traitées avec de I'acide
ursolique font apparaitre une fluorescence verteplde en plus intense qui évolue du
cytoplasme vers le noyau en fonction de 'augmenade la concentration de la molécule.
Ces résultats mettent en évidence l'activation 88 {phosphorylation) et sa translocation

vers le noyau.

Cellules non traitées 10 pM

12,5 uM 15 uM

Figure 56 : Immunofluorescence indirecte de la protéine p53 aidhliles
HaCaT apres 24 heures de traitement avec I'acsldigue.
Photographies représentatives de I'une des trgérarentations.

Grossissement x 200. (n=3)
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Le marquage aprés 48 heures d’incubation est ca@bjga@ celui de 24 heures
(résultats non présenteés).

Dans cette étude sur la protéine p53 des cellueeSaH traitées avec de l'acide
ursolique, nous observons grace a un immunomarguageactivation de cette protéine, alors
qgue les techniques de RT-PCR et de Western Blatargat montré aucune augmentation

dans I'expression des ARNm et dans I'expressiola geotéine.

[11.2. Etude de p21

La protéine p21 est une cible majeure de p53 e dstniére stimule la transcription
du géne WAF-1, codant pour la protéine p21. Il a&binis que l'activation de p21 est en
grande partie responsable de l'arrét du cycle leelien phase G1 (Waldmaenhal., 1992).

Aussi, apres avoir montré un arrét du cycle en @ik ainsi que I'activatiom situ
de p53 sur les cellules HaCaT traitées avec dedéaarsolique, nous nous sommes donc
intéréssés a l'expression de 'ARNm (RT-PCR), paisl’expression (Western Blot et

immunomarquage fluorescent indirect) de p21.

[11.2.1. Expression de TARNm de p21

Les résultats obtenus avec la technique RT-PCR remingjue I'acide ursolique
augmente de maniere significative I'expression ABRINm de p21 (Figure 57).

Apres 24 heures de traitement, le ratio pzZddtine est de 0,14 pour les cellules
témoins et de 0,69 pour les cellules traitées al®cuM d'acide ursolique, soit une
augmentation d’un facteur de 4,9.

Apres 48 heures de traitement, le ratio est de 0086 les cellules témoins et de 0,59
pour les cellules traitées avec 15 uM d’acide ugsel, soit une augmentation d’'un facteur de
1,6.
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Figure 57 : Effet de I'acide ursolique sur I'expression de 'NR de p21 des

cellules HaCaT aprés 24 et 48 heures de traitement.
Technique RT-PCR (n=3). (* P<0,05).

[11.2.2. Expression de la protéine p21

Pour confirmer les résultats obtenus en RT-PCRs raons étudié I'expression de
la protéine p21 par les techniques Western Blamnetunofluorescence indirecte en utilisant

un anticorps anti-p21.

[11.2.2.1. Expression de p21 par la technique Weste Blot

L’'observation des bandes protéiques de p21 deslexlltraittes montre une
augmentation de I'expression de p21 en fonctiotadeoncentration en acide ursolique. Le
calcul des ratios p21f3-actine confirme cette observation (Figure 58).

Apres 24 heures de traitement, le ratio est de Pcb4t les cellules non traitées et de
1,35 pour les cellules traitées avec 15 uM d’acidsolique, soit une augmentation d’'un

facteur de 2,5.
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Aprés 48 heures de traitement, le ratio est de PoiB les cellules non traitées et de
1,34 pour les cellules traitées avec 15 uM d’acidsolique, soit une augmentation d’'un
facteur de 1,7.

Acide ursolique (UM)
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Figure 58 : Effet de I'acide ursolique sur I'expression de tatpine p21 des cellules

HaCaT aprées 24 et 48 heures de traitement.
Technique Western Blot (n=3). (* P<0,05)

[11.2.2.2. Expression de p21 par immunofluorescencedirecte

Nous avons réalisé I'immunomarquaigesitu des cellules HaCaT avec le méme
anticorps anti-p21 que celui utilisé avec la teghreidu Western Blot.

Apres 24 heures d’incubation (Figure 59), les ¢eflunon traitées présentent une
fluorescence verte diffuse, traduisant 'expresdiarsale de la protéine p21. En revanche, les
cellules traitées avec les différentes concentatid’acide ursoliqgue font apparaitre une
augmentation de la fluorescence verte dans le lagom. Avec 15 uM d’acide ursolique, le
nombre de cellules marquées au niveau du cytoplasnseé que I'intensité de fluorescence

augmentent par rapport aux cellules témoins.
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Cellules non traitées

12,5 uM 15 pM

Figure 59 : Immunofluorescence indirecte de la protéine p21 aidsiles
HaCaT apres 24 heures de traitement avec I'acsldigue.
Photographies représentatives de I'une des trgérarentations.

Grossissement x 200. (n=3).

Apres 48 heures d’incubation (Figure 60), et papaat a 24 heures, nous pouvons
observer que les cellules traitées présentent\amanidu cytoplasme une fluorescence verte
beaucoup plus intense : cette observation sembiguar une plus grande expression de la
protéine p21 apres 48 heures de traitement.
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Cellules non traitées 10 pM

12,5 uM 15pM

Figure 60 : Immunofluorescence indirecte de la protéine p21 akkiles
HaCaT apres 48 heures de traitement avec I'acsidique.
Photographies représentatives de I'une des trgérarentations.

Grossissement x 200. (n=3).

Ces résultats obtenus par immunomarquagétu corroborent ceux obtenus avec les
techniques de RT-PCR et de Western Blot.
L’étude de p21 nous a permis de montrer successivenme augmentation de I'expression
de 'ARNm et de la protéine p21 quand les cellukmnt traitées avec différentes
concentrations d’acide ursolique. Ces résultats eomdéquation et montrent, sur les cellules
HaCaT, le rble majeur de la protéine p21 dansétatu cycle cellulaire en phase G1.

Dans cette étude sur les protéines p53 et p21 elkdes HaCaT traitées avec de
I'acide ursoligue, nous avons montré une activatenp53 par phosphorylation grace a un
Immunomarquage, mais aussi une augmentation dprésgion de 'ARNm de p21 et de la
protéine. Les résultats sur les cellules HaCaT &g que la protéine p53 est impliquée
dans le processus apoptotique (pic sub-G1) et ajyectéine p21 joue un réle majeur dans

I'arrét du cycle cellulaire en phase G1.
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IV. Etude du processus apoptotique dépendant de Kdivation des caspases

Apres traitement des cellules HaCaT avec de l'acid®lique, I'analyse du cycle
cellulaire nous a permis de mettre en évidencerrdt du cycle en phase G1, mais aussi une
accumulation de cellules dans le sous groupe dehdse G1 (pic sub-G1, caractéristique
d’'une population de cellules apoptotiques). La@nés de ce pic, mais également I'activation
de la protéine p53, nous ont conduit a étudier @mieéne plus approfondie le mécanisme
d’apoptose induit par I'acide ursolique sur ledules HaCaT.

Le processus apoptotique est caractérisé par deffications morphologiques et
biochimiques. Parmi les criteres morphologiquespparition de corps apoptotiques,
(événement tardif observable uniquemientitro), est observée et pourrait correspondre aux
cellules acumulées dans la phase sub-G1, représpatéun pic. Aux critéres biochimiques
est généralement associée I'activation des caspasesponsables de linitiation et de
I'exécution de I'apoptose.

Afin de préciser le mécanisme d’action de l'acidsolique comme inducteur du
processus apoptotique sur les cellules HaCaT, awvoss cherché a évaluer l'activation des

caspases, en réponse au traitement.

IV.1. Etude de l'activation des caspases par marq@ge in situ des
cellules HaCaT a laide du substrat-inhibiteur de aspases FITC-VAD-
FMK

Afin de préciser le mécanisme d’'action de l'acidsolique comme inducteur du
processus apoptotique sur les cellules HaCaT, mwamis évalué le potentiel de cette
molécule sur 'activation des caspases. Pour oelas avons effectué un marquageitu des
cellules a laide de la sonde fluorescente FITC-VAMK (fluorochrome FITC et
groupement FMK). En se liant au site catalytiquend’ caspase active, ce composé se
comporte comme un inhibiteur irréversible, libéoa dluorochrome et permet ainsi de mettre

en évidence I'ensemble des caspases actives.

Les résultats obtenus apres 24 et 48 heures dentet sont représentés sur les

photographies de la figure 61 et 62.
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Le tapis cellulaire des cellules non traitées prtesane fluorescence verte diffuse, ce
qui traduit I'expression basale de l'activité caspa

En ce qui concerne les cellules traitées, et psmideux périodes d’'incubation, nous
pouvons observer que, de facon concomitante, lebrerde cellules marquées, et leur
intensité de fluorescence au sein du cytoplasnmgmantent en fonction de la concentration
d’acide ursolique. Avec 15 uM d’acide ursoliquentembre de cellules présentant une forte

intensité de fluorescence est particulierement angépar rapport aux cellules témoins.

Cellules non traitées

12,5 uM 15 pM

Figure 61 : Marquagein situ des cellules HaCaT avec l'inhibiteur FITC-VAD-
FMK aprés 24 h de traitement avec I'acide ursolique
Photographies représentatives de I'une des trgiérarentations.

Grossissement x 200. (n=3).
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Cellules non traitées

12,5 uM

15 uM

Figure 62 : Marquagan situdes cellules HaCaT avec I'inhibiteur FITC-VAD-

FMK aprés 48 h de traitement avec I'acide ursolique

Photographies représentatives de I'une des trgérarentations.

Grossissement x 200. (n=3).

L'utilisation de [linhibiteur FITC-VAD-FMK nous a @mis de montrer une

augmentation du nombre des caspases actives gesarkllules HaCaT sont traitées avec

I'acide ursolique, ce qui semble indiquer une irisurc du processus apoptotique caspase-

dépendant.
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IV.2. Etude des activités caspases

Apres avoir montréin situ, que I'acide ursolique induisait I'activation daspases
sur les cellules HaCaT, il nous a paru importandetitifier quelles étaient les caspases
impliquées dans ce processus apoptotique.

Les deux voies principales de transduction du $iguiaconduisent a I'apoptose sont
la voie des récepteurs de la mort et la voie midadnale, appelées également voie
extrinséque et voie intrinséque.

Les modifications biochimiques qui s’opérent lors processus apoptotiqgue sont
I'activation de caspases initiatrices, en parteula caspase-8 (voie des récepteurs) et la
caspase-9 (voie mitochondriale). L'activation deng et/ou de l'autre de ces caspases aboutit,
a la suite d'un processus en cascade, a l'activatle caspases exécutrices, et plus
particulierement a I'activation de la caspase-3tteCalerniére induit alors de maniéere
irréversible la mort cellulaire par apoptose.

La caspase-1, impliquée dans le processus inflaoireatpeut également dans
certains cas activer la caspase-3.

C’est ainsi que, dans le cas de cellules HaCaté&wmiavec de I'acide ursolique, nous
nous sommes intéressés a chacune de ces caspases.

Dans un premier temps, nous avons étudié 'exmesie leur ARNm (technique de
RT-PCR), puis dans un deuxieme temps nous avomestedf, par spectrofluorimétrie, le
dosage de leur activité enzymatique, en utilisa®t substrats spécifiques et des inhibiteurs

spécifiques.

IV.2.1. Etude de la caspase-3

La caspase-3 est la caspase effectrice majeurectatitent impliquée dans

I'exécution de I'apoptose.

IV.2.1.1. Expression de 'ARNm de la caspase-3

Apres 24 et 48 heures de traitement (Figure 68)pskrvation de lintensité de

chacune des bandes montre une augmentation ded&sipn de 'ARNmM de la caspase-3.
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Cette observation est confirmée par le calcul dio '®BRNm de la caspase-3tactine pour
chaque bande. Le maximum d’augmentation est obsee@15 uM d’acide ursolique.
Apres 24 heures de traitement, le ratio est de 088 les cellules non traitées et de
0,51 pour les cellules traitées avec 15 uM d’aaidsolique, soit une augmentation d’un
facteur de 1,34.
Apres 48 heures de traitement, le ratio est de P@® les cellules non traitées et de
0,48 pour les cellules traitées avec 15 uM d’acidslique, soit une augmentation d’un

facteur de 1,23.

Acide ursolique (UM)

0 10 125 15 0O 10 15
caspase-3 '
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TIinr

Figure 63 : Effet de l'acide ursolique sur I'expression de I'NR de la

caspase-3 des cellules HaCaT aprés 24 et 48 haitestement.
Technique RT-PCR (n=3). (* P<0,05)

IV.2.1.2. Activité enzymatique de la caspase-3
Apres avoir mis en évidence une augmentation dephéssion du gene de la

caspase-3 en fonction de la concentration d’acidelique, nous avons effectué le dosage de

son activité enzymatique.
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Pour cela nous avons utilisé un substrat syntheétgpécifique de la caspase-3 (Ac-
DEVD-AMC). Nous avons également utilisé un inhibitesynthétique spécifique de la
caspase-3 (Ac-DEVD-CHO) pour s’assurer de la sp@éfdu dosage.

Les valeurs de [lactivité enzymatique sont exprisnén unités relative de
fluorescence (URF) aprés un dosage par spectrofigore (Figure 64).

Aprés 24 heures de traitement, le dosage enzyneatdgl la caspase-3 ne fait
apparaitre aucune différence significative entsecldlules témoins et les cellules traitées.

Apres 48 heures de traitement, l'activité enzymadicest tres significativement
augmentée dés 12,5uM d’acide ursolique :

- cellules non traitées : 721 URF
- cellules traitées avec 12,5 uM dacide ursoligue680 URF, soit une
augmentation d’'un facteur de 2,9
- cellules traittes avec 15 pM d'acide ursoliqua71l URF, soit une
augmentation d’un facteur de 4,7

En présence de linhibiteur spécifique, I'activilé la caspase-3 ne varie pas; le
niveau de fluorescence basal reste constant, ceogisi permet de confirmer la spécificité du
couple substrat/inhibiteur utilisé pour la caspase-

Ces résultats montrent un effet dose et temps dépé&n de I'acide ursolique sur
I'activation enzymatique de la caspase-3. L'augrm enzymatique est particulierement
importante aprés 48 heures de traitement, aloranguaugmentation de l'expression de
I’ARNmM de cette caspase est détectée dés 24 heures.

Dans ces premiéeres études relatives aux caspaseswons mis en évidence :

- une activation des caspases (marquagéu avec FITC-VAD-FMK)
- une activation importante de la caspase exéeutte 'apoptose, la caspase-3
(dosage enzymatique).

Aussi, afin de progresser dans la compréhensiométanisme d’action de I'acide
ursoligue, nous nous sommes donc intéressés déxetifes caspases situées en amont de la
caspase-3 (caspase-8, caspase-9). Nous avons eégatndié la caspase-1 impliquée dans le

processus inflammatoire et qui peut dans certaiesactiver la caspase-3.
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Figure 64 : Activité enzymatique de la caspase-3 des cellugSaT apres 24 et 48

heures de traitement avec I'acide ursolique.
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IV.2.2. Etude de la caspase-1

La caspase-1 est principalement impliquée dansél&nements inflammatoires.
Dans certains cas, au cours de ces événementsydiamn de la caspase-1 peut induire
également l'activation de la caspase-3 et entrdizqgoptose (Choet al, 2004).

C’est ainsi que nous avons étudié la caspase-1g&iarminer si l'activation de la
caspase-3 par l'acide ursolique, précédemment msetvidence, pouvait résulter d'un

processus inflammatoire.

IV.2.2.1. Expression de 'ARNm de la caspase-1

Apres 24 et 48 heures de traitement avec I'acideligue, I'expression de 'ARNmM
de la caspase-1 ne présente aucune variationisajivié par rapport aux cellules non traitées
(Figure 65).

Acide ursolique (UM)
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caspase-1
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MEEN BEE

Figure 65 : Effet de I'acide ursolique sur I'expression de I'NR de caspase-1

des cellules HaCaT aprées 24 et 48 heures de tiitem
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 utilisargubstrat synthétique spécifique
de la caspase-1 (Ac-YVAD-AMC) et un inhibiteur siiiéeie (Ac-YVAD-CHO) (Figure 66).
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Figure 66 : Activité enzymatique de la caspase-1 des cellu@€dT apres 24 h et

48 h de traitement avec I'acide ursolique.
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Apres 24 heures de traitement avec les différecbesentrations d’acide ursolique,
I'activité de la caspase-1 dans les cellules ®ait&#évolue pas par rapport a celle des cellules
témoins.

Apres 48 heures de traitement, une légere augnmantdé l'activité est observée
pour les cellules traitées avec 15 uM d’acide igsel :
- cellules non traitées : 721,25 URF
- cellules traitées avec 15 uM d’acide ursoliqt€66,25 URF,
soit une augmentation d’un facteur de 1,48
L’activité mesurée est bien celle de la caspasaidgpe la présence de l'inhibiteur
spécifique inhibe complétement cette activité.
Il est a noter également que l'activation mise &maence avec 15 uM d’acide

ursolique n’est pas corrélée avec une augmentdédiexpression de I'ARNm.
IV.2.3. Etude de la caspase-8
La caspase-8 est une caspase initiatrice de laextimseque conduisant a I'apotose.
Son étude doit nous permettre d’appréhender @ gete de transduction peut étre impliquée
dans le processus apoptotique induit sur les eslldaCaT par I'acide ursolique.
IV.2.3.1. Expression de 'ARNm de la caspase-8
Apres 24 et 48 heures de traitement, I'observaties bandes obtenues en RT-PCR,

ainsi que le calcul du ratio caspase-§-Actine ne fait apparaitre aucune différence

significative entre les cellules témoins et lesutes traitées (Figure 67).
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Figure 67 : Effet de l'acide ursolique sur I'expression de I'NR de la
caspase-8 des cellules HaCaT aprés 24 et 48 haitestement.
Technique RT-PCR (n=3)

IV.2.3.2. Activité enzymatique de la caspase-8

Le substrat spécifiqgue de la caspase-8 utilisé petie étude est Ac-IETD-AMC et
I'inhibiteur spécifique est Ac-IETD-CHO (Figure 68)
Les cellules HaCaT présentent une forte activisaleade la caspase-8.
Apres 24 heures de traitement, I'acide ursoliqueduit pas de variation de l'activité
de la caspase-8 par rapport aux cellules témoins.
Aprés 48 heures de traitement, on observe une augtis de l'activité de la
caspase, mais uniquement avec 15 uM d’acide utspliq
- cellules non traitées : 962 URF
- cellules traitées avec 15 pM d’acide ursoliq®18 URF soit une augmentation
d’'un facteur de 1,57
La présence de l'inhibiteur spécifique réprime ctatgment l'activité de la caspase-

8, ce qui confirme la spécificité du substrat dedapase-8.
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Avec 15 uM d’acide ursolique, pour la caspase-@eta méme maniére que pour la

caspase-1, nous avons mesuré une augmentatioaatigilé enzymatique sans pour autant

avoir mis en évidence une surexpression de TARNm.
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Figure 68 : Activité enzymatique de la caspase-8 des cellu@€dT apres 24 h et

48 h de traitement avec I'acide ursolique.
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IV.2.4. Etude de la caspase-9
La caspase-9 caractérise la voie apoptotique g#gue ou voie mitochondriale.
Son étude doit nous permettre d’appréhender s eeie de transduction peut étre
impliquée dans le processus apoptotique induit'@eide ursolique sur les cellules HaCaT.

IV.2.4.1. Expression de 'ARNm de la caspase-9

Apres 24 et 48 heures de traitement, I'acide ugselin’entraine aucune variation
significative de I'expression de ’'ARNm de la casg® (Figure 69).
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Figure 69 : Effet de l'acide ursolique sur lI'expression de I'NR de la
caspase-9 des cellules HaCat apres 24 et 48 ramitestement.
Technique RT-PCR (n=3)
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IV.2.4.2. Activité enzymatique de la caspase-9

Pour I'étude de l'activité enzymatique de la caspsnous avons utilisé le substrat
spécifique (Ac-LEHD-AMC) et I'inhibiteur spécifiqu@c-LEHD-CHO) (Figure 70).
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Figure 70 : Activité enzymatique de la caspase-9 des cellu@€dT apres 24 h et

48 h de traitement avec I'acide ursolique.
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Apres 24 heures de traitement avec I'acide urseliquicune variation de l'activité
enzymatique n’est observée par rapport a I'actolée cellules témoins.
Apres 48 heures de traitement, une augmentatidacte/ité est mesurée a partir de
12,5 uM :
-cellules non traitées : 441 URF
-cellules traitées avec 12,5 uM d’acide ursoliqué54 URF soit une
augmentation d’un facteur de 1,26
-cellules traitées avec 15 uM d’acide ursoliqué6 URF soit une augmentation
d’'un facteur de 1,71
La présence de l'inhibiteur spécifigue montre daetivité mesurée est bien celle de
la caspase-9.
Comme précédemment avec la caspase-1 et la cagpasetivation de la caspase-9

n'est pas corrélée avec une surexpression de '’ARNmM

IV.2.5. Etude comparative de I'activité enzymatiquedes caspases étudiées

Aprés 24 heures de traitement avec l'acide urseliquicune des caspases étudiées
ne présente une augmentation significative de stvité (étude comparative non présentée).

Apres 48 heures de traitement (Figure 71), l'agivile la caspase-3 est trés
nettement augmentée a partir de 12,5 uM d’acidaigtee.

L’activité de la caspase-9 est également augmeal#gd 2,5 UM mais dans une bien
moindre proportion.

Les activités de la caspase-8 et de la caspasetlégalement augmentées mais
uniquement avec 15 uM, et dans une proportionfpibte que celle de la caspase-9.

Ces résultats peuvent suggerer que la voie mitabfade (caspase-9) pourrait étre la

voie initiatrice du processus apoptotique dansédisiles HaCaT.
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Figure 71 : Etude comparative des facteurs d’augmentationadéiVité des caspases

des cellules HaCaT apres 48 heures de traitement.
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V. Etude du potentiel transmembranaire mitochondrid (A¥m)

La premiere perturbation cellulaire détectable @ure du processus apoptotique issu
de la voie mitochondriale est une dissipation diemiiel transmembranaire mitochondrial.

Ainsi, apres avoir mis en évidence l'activation ¢k caspase-9, suggérant
I'implication de la voie mitochondriale dans le pessus apototiqgue, nous avons étudié

I’évolution du potentiel mitochondrial des celluldaCaT traitées avec de I'acide ursolique.

V.1 Etude du potentiel transmembranaire mitochondral par

marquagein situ avec le fluorochrome JC-1

Nous avons effectué un marquagssitu avec le fluorochrome JC-1 sur les cellules
HaCaT pour avoir une vision qualitative du potdntigtochondrial de ces cellules quand
elles sont traitées avec de I'acide ursolique. laequage est opéré uniqguement sur les cellules
vivantes, adhérées au support de la boite de eultiés cellules mortes sont éliminées par
lavage lors du protocole opératoire.

La population cellulaire « normale » présente uat h@otentiel mitochondrial qui
favorise la pénétration de la sonde dans les nutodties . Sous l'influence de ce haut
potentiel, le fluorochrome, initialement sous fordeemonomeres, va former, a I'intérieur de
la mitochondrie, des aggrégats qui fluorescent dareange. En revanche, les cellules en
cours d’apoptose a bas potentiel mitochondrialséis pénétrer la sonde JC-1 en petite
quantité : le fluorochrome reste alors sous formendnomeres qui fluorescent dans le vert.

La discrimination entre les cellules a haut potdrdt les cellules apoptotiques a bas
potentiel, est réalisée par une observation dis tegliulaire en microscopie a fluorescence
(Figure 72).

Apres 24 et 48 heures d’incubation, les cellulesn nimaitées présentent
majoritairement une fluorescence orange, ce quguela présence de cellules integres avec
un haut potentiel mitochondrial.

Apres 24 et 48 heures d’incubation, en ce qui amecées cellules traitées, nous
pouvons observer, dés 10 uM d’acide ursolique ksemce de cellules a bas potentiel
mitochondrial qui fluorescent dans le vert. Au dé& 10 pM, le nombre de cellules a bas
potentiel augmente en fonction de la concentratf@cide ursolique, alors que de maniére

concomitante le nombre de cellules a haut potediteinue.
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Figure 72 : Marquagein situ du potentiel mitochondrial membranaire des
cellules HaCaT avec le fluorochrome JC-1 aprest2Béieures de traitement

avec de I'acide ursolique.
Photographies représentatives de I'une des trgérarentations.

Grossissement x 200. (n=3).
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La fluorescence verte plus intense aprés 48 heliresibation semble signifier une
chute de potentiel plus marquée qu’a 24 heures.

Cette analysén situ nous indique que I'acide ursolique induit, de reamidose et
temps dépendants, la chute du potentiel mitochahaembranaire des cellules HaCaT.

L'observation des différentes photographies faitalégent apparaitre une
hétérogénéicité intra-cellulaire entre la fluoresme orange et la fluorescence verte, ce qui

montre I'évolution du potentiel mitochondrial damse méme cellule.

V.2. Analyse du potentiel transmembranaire mitochodrial en

cytométrie de flux

Le marquagen situ des cellules HaCaT, avec le fluorochrome JC-1sreopermis
de montrer qualitativement que I'acide ursoliqueduisait une chute du potentiel
mitochondrial. Pour quantifier cette chute de ptégnnous avons effectué un double
marquage cellulaire, suivi d’'une analyse en cytoiaéle flux.

Dans un premier temps, a partir de la populatidlulege totale, le marquage des
cellules HaCaT avec le fluorochrome TOTO-3 permetddscriminer, par une analyse en
CMF, les cellules vivantes (nommées TOTYP&R les cellules mortes (TOTO)3

Dans un deuxieme temps, c’'est uniqguement a patitadpopulation de cellules
vivantes (cellules « normales » et cellules en £almpoptose), que I'évolution du potentiel
mitochondrial est suivie en CMF grace au fluoroamealC-1.

Enfin, a partir de la population totale, nous avaéterminé le taux d’apoptose
résultant de la voie mitochondriale, a I'aide ddlouble marquage TOTO-3 et JC-1.

V.2.1. Discrimination entre les cellules vivantestdes cellules mortes avec le
fluorochrome TOTO-3

Les cellules mortes ayant perdu leur intégrité nramdire laissent pénétrer la sonde
TOTO -3 qui va alors s’intercaler dans I’ADN nugléa Cette population cellulaire, nommée
TOTO -3 va émettre une fluorescence dans le rouge.

Les figures 73 et 74 représentent, a partir defalation totale, les cytogrammes de
répartition entre les cellules vivantes et lesutefl mortes ; cette dicrimination est nécessaire

pour poursuivre I'étude du potentiel transmembnaniaiitochondrial.
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Cette discrimination met également en évidencéekeinti-prolifératif dose et temps
dépendants de l'acide ursolique sur les cellule€dTa: la valeur de I'lgy est proche de 20
UM apres 24 heures de traitement, et est compnise £2,5 et 15 uM d’acide ursolique aprés

48 heures.
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Figure 73 : Cytogrammes de répartition des cellules HaCaT raaff©TO-3) et
vivantes (TOTO-3 apres 24 heures de traitement avec I'acide upseli

FSC (Forward Scatter) en fonction de FL4 (I'intédselative de fluorescence rouge
en TOTO-3). (HO,=Témoin positif). Cytogrammes représentatifs ded’'wes trois

expérimentations (n=3).
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Figure 74 : Cytogrammes de répartition des cellules HaCaT maff©TO-3) et
vivantes (TOTO-3 apres 48 heures de traitement avec I'acide upseli

FSC (Forward Scatter) en fonction de FL4 (I'intédselative de fluorescence rouge
en TOTO-3). (HO,=Témoin positif). Cytogrammes représentatifs ded'ales trois

expérimentations (n=3).
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V.2.2. Evolution du potentiel transmembranaire mitahondrial des cellules
vivantes (TOTO-3) a l'aide du fluorochrome JC-1

Cette étude est réalisée sur la population delesliivantes (TOTO-3 discriminée
précédemment. Le marquage avec le fluorochrome pErhet de mettre en évidence le
niveau du potentiel transmembranaire mitochondales cellules « normales » et des cellules
en cours d'apoptose. Les cellules en apoptose daten qui ont perdu leur intégrité
membranaires et considérées comme mortes, soniesxte cette analyse.

Comme précédemment décrit (marquagesitu avec JC-1), les cellules normales
avec un haut potentiel transmembranaire mitochahfltiorescent dans le orange, alors que
les cellules en cours d’apoptose fluorescent danetr.

Les figures 75 et 76 représentent les cytogramraggpghrtition entre les cellules a
haut potentiel transmembranaire mitochondrial et leellules a bas potentiel
transmembranaire mitochondrial.

Les résultats compilés et présentés sous formstdiiammes (Figure 77) montrent
que le nombre de cellules a bas potentiel transmemabbe mitochondrial augmente
progressivement avec la concentration d’acide isel:

Apres 24 heures de traitement :

- 2,53 % de cellules a bas potentiel dans lesleslioon traitées

- 16,95 % de cellules a bas potentiel avec 20 padidé ursolique
Apreés 48 heures de traitement :

- 8,16 % de cellules a bas potentiel dans lesleslioon traitées

- 19,86 % de cellules a bas potentiel avec 20 padidé ursolique
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Figure 75: Sur les cellules HaCaT vivantes (TOTQ;3cytogrammes de
répartition des cellules a haut potentiel et dedules a bas potentiel
transmembranaire mitochondrial aprés 24 heuresraiéerhent avec l'acide
ursolique.

Analyse en CMF avec JC-1 (n=3).,Bt=Témoin positif)

FL1 : intensité relative de fluorescence verte QtlJ

FL2 : intensité relative de fluoresence orange@hi J
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Figure 76 : Sur les cellules HaCaT vivantes (TOTQ;3cytogrammes de
répartition des cellules a haut potentiel et dedules a bas potentiel
transmembranaire mitochondrial aprés 48 heuresraiéerhent avec l'acide
ursolique.

Analyse en CMF avec JC-1 (n=3).,Bt=Témoin positif)

FL1 : intensité relative de fluorescence verte QtlJ

FL2 : intensité relative de fluoresence orange@hi J
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Figure 77 : Histogrammes de répartition des cellules HaCaT quzm# des
mitochondries a bas potentiel mitochondrial ap#ee?48 heures de traitement avec

I'acide ursolique.
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V.2.3. Détermination du taux d’apoptose sur la poplation cellulaire HaCaT
totale a I'aide du double marquage TOTO-3 et JC-1rCMF

A partir des résultats précédents obtenus en cytame flux et grace a une analyse
multiparamétrique, nous pouvons déterminer supfaufation cellulaire totale le pourcentage
de cellules en cours d’apoptose issue de la vaiechondriale.

Les figures 78 et 79 représentent, a partir dedpulation cellulaire totale, les
cytogrammes de répartition des trois sous typgsogelation :

- cellules mortes, TOTO=3
- cellules vivantes « normales », TOTQ-&haut potentiel mitochondrial,

- cellules vivantes, TOTO=3 en cours d’apoptose, a bas potentiel mitochahdri

Les résultats de I'analyse en CMF sont compilgsétentés dans le tableau 14.

Aprés 24 heures de traitement, le pourcentage Helese en cours d’apoptose
augmente trés progressivement en fonction de laetdration d’acide ursolique : de 3,81 %
pour les cellules non traitées a 13,88 % pour ktiles traitées avec 20 uM d’acide
ursolique.

Aprés 48 heures de traitement, les cellules enscalampoptose n’exédent pas
12,17% avec 12,5 uM d'acide ursolique (7,39 % pag cellules non traitées). Le
pourcentage de cellules en cours d’apoptose dinmanee 15 et 20 uM, respectivement 8,90
et 4,43 %. Cette diminution peut s’expliquer pafdi que le nombre de cellules mortes est
particulierement important avec ces deux conceatrst en particulier avec 20 uM d’acide
ursolique (79,75 % de cellules mortes). On peutseerégalement qu'un nombre non
négligeable de cellules ait évolué vers un stad@aptose secondaire (ou tardive), ce qui
minimise le nombre de cellules apoptotiques pris@npte par cette technique.

Cette analyse en CMF nous indique que l'acide igsela un effet relativement faible
sur la chute du potentiel mitochondrial des ceiitaCaT et par conséquent sur le nombre de

cellules apoptotiques qui découlent de cette voie.

Ainsi la voie mitochondriale ne semble pas étredig de transduction principale dans
le processus apoptotique induit par I'acide ursaiq
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Figure 78 : Cytogrammes de répartition des trois sous-populatides cellules

HaCaT a partir de la population cellulaire totateés 24 heures de traitement avec

I'acide ursolique. Analyse en CMF avec TOTO-3 etllC

TOTO-3 : cellules mortes (nécrose + apoptos®) I

TOTO-3 : cellules vivantes « normales » = haut potemtigbchondrial et cellules

vivante en apoptosé&d= bas potentiel mitochondrial.

Cytogrammes représentatifs de I'une des trois éxgértations (n=3).
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Figure 79 : Cytogrammes de répartition des trois sous-populatides cellules

HaCaT a partir de la population cellulaire totapeés 48 heures de traitement avec

I'acide ursolique. Analyse en CMF avec TOTO-3 etllC

TOTO-3 : cellules mortes (nécrose + apoptos®) I

TOTO-3 : cellules vivantes « normales » = haut potemtigbchondrial et cellules

vivante en apoptosé&d= bas potentiel mitochondrial.

Cytogrammes représentatifs de I'une des trois @éxeértations (n=3).
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Cellules vivantes (%)
(TOTO-3) Cellules mortes| Population
Temps Traitement (%) totale
Apoptose | Normales (TOTO-3% (%)
(~A¥m bas) (~A¥m haut)
- H20, (T+) 27,92+2,24| 35,0413,40 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
24 h EﬁI\A/I]) 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
20 13,88+1,74| 41,72+2,54 44,40+3,51 100,00
Cellules vivantes (%)
(TOTO-3) Cellules mortes | Population
Temps Traitement ADODE N | (%) totale
poptose ormales 2+ 0
(~A¥m bas) (~A¥m haut) (TOTO-37) (%)
- H.0, (T+) 27,9242,24| 35,04+3,40 37,04+2,46 100,0
Témoin 7,39+1,88 84,04+2,23 8,57+1,52 100,0(
10 9,76+1,31 62,28+1,99 27,96+1,74 100,0
48 h EE\A/I]) 12,5 | 12,17£1,06| 48,56+156 | 39,27£2,13 | 100,00
15 8,90+0,96 | 36,10+2,14 55,00+3,54 100,00
20 4,43+0,54 | 15,82+1,91 79,75+4,06 100,00

Tableau 14 :Sur la population totale des cellules HaCaT, amabes la répartition

entre les cellules mortes, les cellules vivantasrales » et les cellules vivantes en
cours d’apoptose. Analyse en CMF avec les fluommas TOTO-3 et JC-1.

(n=3).
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VI. Etude des molécules apoptogenes libérées a pade la mitochondrie :

cytochrome c et « Apoptosis Inducing Factor » (AIF)

La chute du potentiel transmembranaire mitochohdp& a lieu lors du processus
apoptotique s’accompagne généralement d’'une libératans le cytoplasme de molécules
apoptogenes dont le cytochrome c et I'AlF.

Dans notre étude sur les cellules HaCaT, mémewitamitochondriale ne semble
pas étre prépondérante dans le processus apoptatiduit par I'acide ursolique (la chute du
potentiel mitochondrial observée est relativemeoti@énée), nous avons cependant effectué un
marquage immunofluorescent afin de mettre en écilaim relargage éventuel dans le
cytoplasme de ces molécules apoptogenes. Nous agatesment étudié I'expression de ces

protéines a l'aide de la technique de Western Blot.

VI.1. Etude du cytochrome c par immunofluorescencendirecte

Le cytochrome c, libéré par la mitochondrie, sedans le cytosol a la protéine
régulatrice « Apoptosis Protein Activating Factos-YAPAF-1) et a la pro-caspase-9 ; le
complexe ainsi formé, I'apoptosome, induit I'activa de la caspase-9.

Dans cette étude, nous avons effectué un marquaggtachrome c par la technique
d'immunofluorescence indirecte, avec un anticomsalris anti-cytochrome ¢ humain et un

anticorps anti-souris couplé au fluorochrome FITC.

Apres 24 et 48 heures de traitement et par ragpoctcellules non traitées, I'acide
ursolique induit de maniere dose-dépendante ladilm®d du cytochrome c (Figure 80) : le
nombre de cellules marquées, ainsi que lintendi#éfluorescence verte au niveau du

cytoplasme, augmente avec la concentration d’agisi@ique.

NB : Nous avons étudié I'expression de la protéineatyome ¢ par Western Blot.
Les résultats obtenus ne sont pas présentés acitednhnique opératoire, méme
répétée plusieurs fois, ne nous a pas permis diobten marquage cohérent des

cellules traitées et des cellules témoins.
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Figure 80 : Immunofluorescence indirecte du cytochrome c ddhiles

HaCaT apres 24 et 48 heures de traitement aveadied ursolique.
Photographies représentatives de I'une des trgérarentations.

Grossissement x 400. (n=3).
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VI.2. Etude de '« Apoptosis Inducing Factor » (AIR

Libérée par la mitochondrie dans le cytoplasmeyrtaéine AIF est transloquée vers
le noyau ou elle est capable d’induire les modiitces morphologiques caractéristiques de
I'apoptose telle que la fragmentation nucléairddet poids moléculaire.

Pour mettre en évidence la libération de AlF aipdés cellules HaCaT traitées avec
de l'acide ursolique, nous avons étudié I'exprassie cette protéine par la technique du
Western Blot avec un anticorps de lapin anti-Alfflain et par marquage immunofluorescent
indirect en utilisant le méme anticorps anti-AlF isngur lequel nous fixons un second

anticorps couplé au fluorochrome FITC.

VI.2.1. Expression de la protéine AlF par la techrque de Western Blot

L’observation des bandes protéiques des cellulagés montre une augmentation
significative de I'expression de AIF en fonction ldeconcentration d’acide ursolique (Figure
81). Le calcul des ratios AlH¥actine confirme cette observation.

Apres 24 heures de traitement, le ratio est defOpb@ir les cellules non traitées et de
0,168 pour les cellules traitées avec 15 uM d’acigmlique, soit une augmentation d’'un
facteur de 1,57.

Apres 48 heures de traitement, le ratio est deO0pbhbir les cellules non traitées et de
0,216 pour les cellules traitées avec 15 uM d’acigmlique, soit une augmentation d’'un
facteur de 1,44.
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Figure 81 : Effet de I'acide ursolique sur I'expression de latpine AIF des
cellules HaCaT aprés 24 et 48 heures de traitement.
Technique de Western Blot (n=3). (* P<0,05).

VI.2.2. Expression de la protéine AlF par immunoflworescence indirecte

Les cellules témoins présentent une fluorescencee vy@us ou moins intense,
traduisant le niveau basal de la protéine dansdbgles apres 24 et 48 heures d’incubation
(Figure 82).

Pour les mémes périodes d’incubation, le hombredleles marquées, ainsi que
I'intensité de fluorescence augmentent en fonatieta concentration d’acide ursolique

Ces résultats mettent en évidence une augmentagidiexpression de la protéine
AIF ainsi que sa libération a partir de la mitoctive en fonction de la concentration d’acide
ursolique.

L'étude de molécules apoptogenes cytochrome c Bt pdr immunofluorescence
indirecte fait apparaitre que I'acide ursolique uihdla libération de ces molécules

apoptogenes a partir de la mitochondrie des cslldBCaT traitées.
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Figure 82 : Immunofluorescence indirecte de la protéine AIF debules
HaCaT apres 24 et 48 heures de traitement aveéadigd ursolique.
Photographies représentatives de I'une des trgérarentations.

Grossissement x 200. (n=3)
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VII. Bax et Bcl-2. Etudes des expressions des ARNet des protéines

Parmi les membres de la famille Bcl-2, les protgiBex (pro-apoptotique) et Bcl-2
(anti-apoptotique), ont un effet régulateur surfdameture et I'ouverture des pores de la
mitochondrie, permettant, notamment de réguleridaration des molécules apoptogenes,
cytochrome c et AlF.

Ayant mis en évidence une chute du potentiel tramsibomanaire mitochondrial des
cellules HaCaT, ainsi que la libération du cytocheac et de I'AlF, nous avons donc étudié le
comportement des protéines Bax et Bcl-2 au courgrocessus apoptotique induit par I'acide
ursolique.

Dans cette étude, nous avons étudié I'expressid@uléARNmM avec la technique de
RT-PCR, ainsi que que I'expression de leur prot@ivec les techniques du Western Blot et

d'immunofluorescence indirecte.

VIl.1. Etude de Bax

VII.1.1. Expression de TARNmM de Bax

Les résultats représentés sur la figure 83 indiguge l'acide ursolique, d’'une
maniere dose dépendante, réprime I'expression ae de la protéine Bax.

Aprés 24 heures de traitement, le ratio Bfd«actine est de 1,07 pour les cellules
non traitées et 0,80 pour les cellules traitéesc al’® uM d’acide ursolique, soit une
diminution d’un facteur de 0,74.

Apres 48 heures de traitement, le ratio est de g8 les cellules non traitées et de
0,78 pour les cellules traitées avec 15 uM d’acidmlique, soit une diminution d’'un facteur
de 0,66.
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Figure. 83 : Effet de I'acide ursolique sur I'expression de I'NR de Bax

des cellules HaCaT aprés 24 et 48 heures de tiitem
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 Wester Blot
Apres 24 et 48 heures de traitement, les résyitd@tsentés sur la figure 84 ne font
apparaitre aucune différence significative dangpfession de la protéine Bax entre les
cellules témoins et les cellules traitées.

Cette étude ne corrobore pas celle faite avecclanigue de RT-PCR qui a révélé

une diminution de I'expression de Bax sur les ¢efiitHaCaT traitées.
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Figure. 84 : Effet de I'acide ursolique sur I'expression de tatpine Bax des cellules
HaCaT apres 24 et 48 heures de traitement.
Technique de Western Blot (n=3)

VII.1.2.2. Expression de la protéine Bax par immunfluorescence
indirecte

Nous avons effectué un marquage immunofluoresoelirteict des cellules HaCaT a
I'aide du méme anticorps anti-Bax que celui utiks€c la technique de Western Blot.
Les résultats obtenus par immunofluorescence iciginee sont pas présentes ici : la

technique opératoire, méme répétée plusieurs fads,nous a pas permis d’obtenir un
marquage cohérent des cellules témoins, ni dasleglraitées.
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VIl.2. Etude de Bcl-2

VII.2.1. Expression de 'ARNm de Bcl-2

Que ce soit apres 24 ou 48 heures de traitemerninauifférence significative dans
I'expression de TARNm de Bcl-2 n’est mise en évide entre les cellules témoins et les

cellules traitées avec I'acide ursolique (Figurg 85

Acide ursolique (UM)
0 10 125 15 0 10 15
bcl-2
B_actine W —— e — ——d—
24 h 48 h
14 14
Ratio
bcl-2 sur
| TR IR
0 0

Figure 85 : Effet de I'acide ursolique sur I'expression de I'NR de Bcl-2
des cellules HaCaT aprées 24 et 48 heures de tiitem
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 Westrn Blot
Apres 24 et 48 heures de traitement, auncune eliféér significative n’est mise en

evidence dans I'expression de la protéine Bcl-Zeetds cellules témoins et les cellules
traitées (Figure 86).
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Ces résultats montrent que l'acide ursolique n‘auaueffet sur I'expression de la

protéine Bcl-2 et sont en accord avec ceux obtamas la technique de RT-PCR.

Acide ursolique (UM)

0 10 125 15 0 10 125 15
BCI-2 | ey i e s | s o | o5 Dy

B-actine “ B e e | «— 43 KDa

- -

0,5 - 0,5 T
Ratio

R TTTRITT

Figure. 86 : Effet de l'acide ursolique sur I'expression de latpine Bcl-2 des

cellules HaCaT aprés 24 et 48 heures de traitement.

Technique Western Blot (n=3).

VII.2.2.2. Expression de la protéine Bcl-2 par immuoofluorescence

indirecte

Nous avons effectué un marquage immunofluoresoelirteict des cellules HaCaT a
I'aide du méme anticorps anti-Bcl-2 que celui géliavec la technique de Western Blot. Les
résultats obtenus par immunofluorescence indineetsont pas présentés ici : comme pour la
protéine Bax, la technique utilisée, méme répétésiqurs fois, ne nous a pas permis de

déterminer un marquage correct de Bcl-2 des cslltlaCaT traitées ou non avec l'acide

ursolique.
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VI1.3. Etude du ratio Bax / Bcl-2

Le ratio de Bax sur Bcl-2 définit la tendance deffét pro- ou anti-apoptotique de
I'acide ursolique sur les cellules HaCaT.

VII.3.1. Etude du ratio ARNm de bax sur ARNm de bci2

Nous observons une diminution significative duaaRNm de bax sur ARNm de
bcl-2 des cellules traitées avec différentes comnagons d’acide ursolique a 24 et 48 heures
de traitement (Figure 87).

A 24 heures le ratio décroit de maniere dose-degread 2,47 pour le témoin et 2,02
pour 15 uM d’acide ursolique (soit une diminutidardfacteur de 1,22).

Il en est de méme a 48 heures : 2,33 pour le témbih67 pour 15 uM d’acide

ursolique (soit une diminution d’un facteur de 3,39

24 h 48 h
p - - ~ A -
[ 1
l—l* *
37 37 1
Ratio bax
sur bcl-2 H
0 0
0 10 12.5 0 10 15
Acide ursolique (uUM)

Figure. 87 : Etude du ratio ARNm de bax sur ARNm de bcl-2 ddhiles
HaCaT apres 24 et 48 heures de traitement avedd acsolique.
(n=3)
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VII.3.2. Etude du ratio protéine Bax sur protéine Bl-2

Les ratios de la protéine Bax sur celle de Bcl@yrpchaque concentration d’acide
ursolique, ne présentent pas de variation sigrifiegar rapport au témoin ni a 24 h, ni a 48

heures de traitement (Figure 88).

24 h 48 h
3
Ratio Bax
sur Bcl-2 ﬂ ﬂ ﬂ ﬂ
125 15 12.5 15
Acide ursolique (uUM)

Figure 88 : Etude du ratio de protéine Bax sur protéine Bck& cellules HaCaT

apres 24 et 48 heures de traitement avec I'acstdique.

Les résultats de la technique de Western Blot n@loorent pas ceux de la technique
RT-PCR : I'acide ursolique ne fait pas varier lea@8ax sur Bcl-2 des cellules HaCaT vers

un effet pro ou anti- apoptotique, ni a 24 ni &hé8res de traitement.

Pour résumer nos principaux résultats obtenusesucéllules HaCaT, nous avons
montré que l'acide ursolique induit un effet antlgératif sur les cellules, avec unesiGle
18 uM et 12,5 pM respectivement a 24 et 48 heuxesis avons également montré un
blocage du cycle cellulaire en phase G1, avec ugenantation de I'expression de p2l. La
présence d'une population sub-G1 indique que laaidsolique induit un processus pro-
apoptotique. Nous avons mis en évidence une treetsbm de p53 phosphorylé dans le
noyau, puis déterminé I'augmentation de l'activaties caspases-3 et -9, ce qui dans un
premier temps nous a laissé supposer une implicatiola voie mitochondriale. Nous avons
montré que l'acide ursoliqgue n’induit pas de impate la chute du potentiel
transmembranaire mitochondrial, ni de variationsdéxpression des protéines Bax et Bcl-2.
En revanche, nous avons observé un relargage decohes apoptogénes telles que AIF et

cytochrome c.
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CHAPITRE Il : Lignée cellulaire M4Beu

|. Evaluation du potentiel anti-prolifératif de I'a cide ursolique

Comme dans I'étude précédente, relative a la ligredelaire HaCaT, nous avons
utilisé les techniques du MTT et du bleu trypan rpéualuer, sur les cellules M4Beu, le
potentiel anti-prolifératif de I'acide ursolique.

Dans ce travail, nous avons également constatéleguesultats de la prolifération
cellulaire obtenus par la technigue du MTT ne tafent pas I'observation faite au
microscope. Ainsi nous avons utilisé la techniquebkbu trypan pour déterminer le potentiel
anti-prolifératif de cette molécule.

Le comptage des cellules avec le bleu trypan fgaeaitre un effet anti-prolifératif
de I'acide ursolique dose et temps dépendants (@ i) :

- apres 24 heures de traitement, la valeur ded'&t comprise entre 15 et 20 uM
d’acide ursolique, avec respectivement 53 et 4®&%iabilité pour ces deux concentrations ;

- apres 48 heures de traitement, la valeur ded &St comprise entre 12,5 et 15 uM,
avec respectivement 53 et 45 %. de viabilité pesrdeux concentrations.

La figure 89 représente I'étude comparative dertdifgration des cellules M4Beu
en présence d’'acide ursolique, évaluée a l'aideeldmiques du MTT et du bleu trypan. De
la méme facon que pour la lignée HaCaT, les résuli@ontrent sans ambiguité que la
technique du MTT est complétement inadaptée ade&tde la prolifération des cellules
M4Beu en présence d’acide ursolique : une dimimute la viabilité cellulaire est mise en

évidence uniguement avec 20 uM et apres 48 heergaitement.
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Figure 89 : Analyse comparative de la viabilité cellulaire dedlules M4Beu en
présence d’acide ursolique (24 et 48 heures dermant).
Techniques du MTT et du bleu trypan (n=3).
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ll. Analyse du cycle cellulaire des cellules M4Bepar cytométrie de flux

Aprés avoir mis en évidence l'activité anti-proldéve de I'acide ursolique sur la
lignée M4Beu, nous avons recherché si cet effepmaifératif pouvait étre la conséquence

d’un arrét du cycle cellulaire induit par cette gmile.

II.1. Etude de la répartition des cellules dans ledifférentes phases du

cycle cellulaire

Nous avons utilisé la cytométrie de flux pour ddiieer la répartition des cellules
dans les différentes phase du cycle. Les résudtais exprimés en pourcentage de cellules

dans chaque phase du cycle apres 24 et 48 heurgaitdenent avec de I'acide ursolique

(Tableau 15).

Temps | Traitement G0/G1 S G2/M Sub-G1
Témoin 64,744,12 | 24,763,60 % | 10,581,45 %| | 1,42t0,23 %
7,5UM | 49,045,25 | 24,4%3,82 % | 26,532,21 %| | 1,25:0,27 %
o4 h %_ 10 uM | 62,14+4,34 | 22,782,24 % | 15,16:1,98 %| | 1,42+0,29 %
5 12,5 uM| 62,06%5,33 | 23,782,54 % | 14,241,51 %| | 1,88:0,94 %
% 15uM | 64,623,62 19,782,57 % | 15,631,88 %| | 1,73t1,14%
< 20uM | 57,8%#3,52 | 16,132,14% | 19,781,84 %| | 8,8%1,58 %
Temps| Traitement G0/G1 S G2/M Sub-G1
Témoin 73,03:4,99 %| 19,141,811 % | 7,841,544 % 1,580,31 %
7,5uM | 72,654,21 %| 16,52+1,52 % | 10,841,55 %| | 3,24+0,39 %
46 h é’ 10 uM | 73,92t4,43 %| 15,34t1,74 % | 10,741,44 %| | 7,54:1,72 %
% 12,5 uM| 74,735,15 %| 12,5%1,67 % | 12,721,83 %| |12,64:1,29 %
% 15 uM | 73,18:4,79 %| 15,951,54 % | 10,8%1,98 %| |20,1H#2,23 %
< 20 uM | 77,4265,02 %| 15,5#1,74 % | 19,6¥2,17 %| | 31,48:3,56 %

Tableau 15 :Répatrtition des cellules M4Beu dans les différeptesses du cycle

cellulaire aprés 24 et 48 heures de traitement Bagide ursolique.
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Nous n’observons pas d’accumulation des cellulesBé4 dans une phase
spécifiqgues du cycle ni a 24 ni a 48 heures d’iatio. Toutefois, dans chacune des phases,
les taux de cellules témoins et de cellules trait@eie entre 24 et 48 heures (Tableau. 15).

Nous pouvons observer une faible augmentation Heles dans la phase G1 a 48
heures par rapport a 24 heures et par conséquentaible diminution dans la phase S et
G2/M. Comme cette observation est identique poaguh échantillon par rapport au témoin,
nous en déduisons qu’entre le temps de traiten¥ehefres et celui de 48 heures, il N’y a pas
de variation de répartition des cellules (traitéestémoins) dans une phase spécifique du
cycle cellulaire.

Ces résultats montrent qu’il n'y a pas d'arrét guale dans les cellules cancéreuses

M4Beu traitées avec de I'acide ursolique.

II.2. Mise en évidence d'une population cellulaire apoptotique :

présence d'un pic sub-G1

S’il 'y a pas d’accummulation dans une phase $ipée du cycle cellulaire, nous
observons tout de méme une accumulation cellutiins la phase sub-G1. En effet, I'analyse
du cycle cellulaire met en évidence un pic sub-@aractéristique d'une population
apoptotique, quand les cellules M4Beu sont trait®esc certaines concentrations d’acide
ursolique (Tableau 15, Figure 90).

Apres 24 heures de traitement, nous observonsdtépmm d’un pic sub-G1 avec 20
UM d’acide ursolique (8,89% de cellules apoptotgjuélrableau 15, Figure 90A).

Aprées 48 heures de traitement, le pic sub-G1 estemiévidence dés 10 uM d’acide
ursolique. Le pourcentage de cellules apoptotiquakiulé a partir de I'analyse en CMF,
indique que I'acide ursolique induit I'apoptose $es cellules M4Beu d’'une maniére dose-
dépendante. Avec 20 uM, le pourcentage de cellajesptotiques est particulierement
significatif (31,48%), (Tableau 15, Figure 90B).

Cette analyse en CMF montre que dans nos conditxpgrimentales l'acide
ursolique est sans effet sur la régulation du cgeltulaire des cellules cancéreuses M4Beu.
En revanche, la présence tres distincte de picgsduimdique que l'acide ursolique induit le

processus apoptotique et ce de maniére dose-déperagaes 48 heures de traitement.
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Figure 90 : Etude de la répartion des cellules M4Beu dansifesrehtes phases

du cycle cellulaire aprés 24 et 48 heures de imaitd avec de I'acide ursolique

par la technique de

CMF.
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Dans la suite de nos expérimentations, nous étutides effets de I'acide ursolique
avec une gamme de concentrations resserrée awswatburs de I'l6, c’est a dire 10 uM,
12,5 uM et 15 pM (sauf pour I'étude du potentielnemembranaire mitochondrial ou la

concentration 20 uM sera également prise en caside).

lll. Protéines p53 et p21. Etudes des expressioneslARNmM et des protéines

Les protéines p53 et p21 sont deux protéines nmegaompliguées dans le processus
apoptotique (p53) et dans la régulation du cycliilegre (p53, p21). Afin de déterminer si
ces protéines sont impliquées dans ces deux prsseas cours du traitement des cellules
M4Beu avec I'acide ursolique, nous avons étudiédmes< protéines avec les techniques de
RT-PCR, de Western Blot et d'immunofluorescencenparquage indirect.

Dans toutes nos expérimentations de RT-PCR et daefiveBlot, nous avons utilisé

la B-actine comme référence pour quantifier 'exprassies protéines étudiées.

l1l.1. Etude de p53

La présence de pics sub-G1, caractéristiques @i apoptotiques semble indiquer
que l'acide ursolique induit I'apoptose sur ledudes M4Beu. De ce fait, nous avons étudié
p53, I'une des plus importantes protéines intermemians la régulation de la prolifération

cellulaire et régulant un certain nombre de gemggigqués dans le processus apoptotique.

[11.1.1 Expression de TARNm de p53

L’expression de 'ARNm de p53 des cellules M4Beét@ mise en évidence a l'aide
de la technique RT-PCR (Figure 91).

Apres 24 heures d’incubation, aucune variation iBg@tive n’est mise en évidence
dans I'expression de 'ARNmM de p53, entre les ¢efltémoins et les cellules traitées.

Apres 48 heures de traitement, le ratio de pBa&dtine est de 0,11 pour les cellules
témoins et de 0,17 pour les cellules traitées al@cuM d'acide ursolique, soit une
augmentation d’'un facteur de 1,5. En revanche, fesucellules traitées avec 12,5 et 15 uM

d’acide ursolique, les ratios sont diminués d’'urtdar de 2,2.
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Figure 91 : Effet de I'acide ursolique sur I'expression de I'NR de p53 des
cellules M4Beu aprés 24 et 48 heures de traitement.
Technique RT-PCR (n=3). (* P<0,05).

[11.1.2. Expression de la protéine de p53

Nous avons étudié I'expression de la protéine pEX des techniques de Western
Blot et d'immunofluorescence indirecte en utilisaespectivement un anticorps anti-p53 et

un anticorps anti-p53 phosphorylé.
[11.1.2.1. Expression de p53 par la technique Weste Blot

L’'acide ursolique induit sur les cellules M4Beu umgymentation dose-dépendante
de I'expression de la protéine p53 (Figure 92).

Aprés 24 heures de traitement le ratio pgBdctine est de 0,26 pour les cellules
témoins et de 0,33 pour les cellules traitées alecuM d'acide ursolique, soit une
augmentation d’un facteur de 1,27.

Apres 48 heures de traitement, le ratio est de j0026 les cellules témoins et de 0,34
pour les cellules traitées avec 15 uM d’acide igsel, soit une augmentation d’un facteur de

1,31.
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Figure 92 : Effet de I'acide ursolique sur I'expression de tatpine p53 des cellules

M4Beu apres 24 et 48 heures de traitement.
Technique Western Blot (n=3). (* P<0,05).

[11.1.2.2. Expression de p53 par immunofluorescencidirecte

Sur les différentes photographies de I'immunomageguales cellules témoins
présentent une fluorescence verte, diffuse, guatérise le niveau basal de la protéine p53
dans les cellules (Figures 93 et 94).

Apres 24 heures de traitement avec l'acide urseliqas cellules présentent au
niveau de cytoplasme une fluorescence de pluswmimptense, en fonction de 'augmentation
de la concentration de la molécule. Quand les lesllgont traitées avec 15 uM d’acide
ursolique, cette fluorescence évolue tres netterdentytoplasme vers le noyau ou elle
semble s’intensifier, ce qui indique une forte lEaion de la protéine p53 phosphorylée
dans le noyau (Figure 93).

Aprées 48 heures de traitement, la fluorescence \astt globalement plus intense, ce
qui suggeéere une plus grande activation de p53 plusg@. Les cellules traitées avec 12,5 et
15 uM d’acide ursolique présentent au niveau duanayne fluorescence tres prononcée, ce

qui indique une trés forte localisation de la piretép53 dans le noyau (Figure 94).
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24 h

Cellules non traitées 10 uMm

12,5 pM 15 pM

Figure 93 : Immunofluorescence indirecte de la protéine p53 aihliles
M4Beu apres 24 heures de traitement avec 'acisi@ligue.
Photographies représentatives de I'une des trgérarentations.

Grossissement x 200. (n=3).
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48 h

Cellules non traitées 10 uM

12,5 uM 15 M

Figure 94 : Immunofluorescence indirecte de la protéine p53 aidhliles
M4Beu apres 48 heures de traitement avec I'aciselique.
Photographies représentatives de I'une des trgérarentations.

Grossissement x 200. (n=3).

La protéine p53 est activée par phosphorylatiorlssgerine 392. Le marquage dans
le noyau de p53 avec l'anticorps p53 phosphorytélassérine 392 semble indiquer que la
protéine p53 des cellules M4Beu, traitées avedd&aarsolique, est tétrameérisée et donc

activée pour fragmenter ’'ADN endommagé.

Le marquage immunofluorescent indirect nous indique l'acide ursolique induit
I'activation de p53 sur les cellules M4Beu : cesuitats sont en adéquation avec ceux
obtenus avec la technique de Western Blot, montrardffet dose dépendant de la molécule

sur 'augmentation de I'expression de la protéiba.p

241



[11.2. Etude de p21

L’étude du cycle cellulaire des cellules M4Beu, gggeemment effectuée dans ce
travail, nous a montré qu'il n'y avait pas de blgeade celui-ci quand les cellules étaient
traitées avec de I'acide ursolique. Pour confiroemrésultat, nous avons étudié la protéine
p21 : rappelons que celle-ci est sous le contrélp%B, et que son activation induit un arrét
du cycle cellulaire.

Nous avons étudié cette protéine sur les celluléBé a 'aide des techniques déja
employées : RT-PCR, Western Blot et marquage imftumr@scent indirect

[11.2.1. Expression de TARNm de p21
Dans nos conditions expérimentales, cette étuds malique que I'acide ursolique est

sans effet sur I'expression de TARNm de p21 : agcuariation de I'expression de TARNmM

n’est mise en évidence entre les cellules témdifesecellules traitées (Figure 95).

Acide ursolique (uM)
0 10 125 15 0 10 125 15
p21 —— ——w—— —— .
B-acting | s e o—— —— A —
24 h 48 h
1 1
Ratio de
p21 sur
B-actine
0 0

Figure 95: Effet de l'acide ursolique sur I'expression dARNmM de p21 des
cellules M4Beu aprés 24 et 48 heures de traitement.
Technique RT-PCR (n=3).
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[11.2.2. Expression de la protéine p21

Pour confirmer les résultats obtenus en RT-PCRs mvons étudié I'expression de
la protéine p21 par la technique Western Blot et lpatechnique d’immunofluorescence

indirecte en utilisant dans les deux cas un amgganti-p21.

[11.2.2.1. Expression de p21 par la technique Weste Blot

L'observation des bandes protéiques de p21 obteneemontre aucune variation

dans I'expression de p21 entre les cellules témetnkes cellules traitées avec de l'acide

ursolique. Les ratios de p2B4/actine confirment ce résultat (Figure 96).

Acide ursolique (uUM)
0O 10 125 15 0 10 125 15
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B-actine | Uuu - uu M B | — 43KDa
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— —P
-~ - ~ ‘

2ﬁ

Figure 96: Effet de I'acide ursolique sur I'expression depfatéine p21 des cellules
M4Beu apres 24 et 48 heures de traitement.

Technique Western Blot (n=3).
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[11.2.2.2. Expression de p21 par immunofluorescencidirecte

L’examen des photographies résultant du marquageumofluorescent indirect ne
révele aucune différence d’intensité de fluoreseesmatre les cellules témoins et les cellules
traitées avec l'acide ursolique. La fluorescenceeole est celle du niveau basal de la
protéine dans les cellules (Figure 97-98).

24 h

Cellules non traitées 10 uM
12,5 uM 15 uM

Figure 97 : Immunofluorescence indirecte de la protéine p21 ckdtules
M4Beu apres 24 heures de traitement avec 'acisi@igue.
Photographies représentatives de I'une des trgérarentations.

Grossissement x 200. (n=3).
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48 h

Cellules non traitées 10 uM
12,5 uM 15 uM

Figure 98 : Immunofluorescence indirecte de la protéine p21 ckdtules
M4Beu apres 48 heures de traitement avec I'acisi@lique.
Photographies représentatives de I'une des trgiérarentations.

Grossissement x 200. (n=3).

Cette étude indique clairement que l'acide urs@igst sans effet sur I'expression de
'ARNmM et de la protéine de p21, ce qui est en adégn avec I'étude du cycle cellulaire

pour laguelle aucune perturbation du cycle n’aoéigervée sur les cellules M4Beu traitées.
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IV. Etude des activités caspases

Dans les expérimentations précédentes sur leslexlM4Beu, nous avons mis en
évidence :
- la présence d’'une population apoptotique (pic-Gdb, lors de l'analyse du
cycle cellulaire ;
- laugmentation de I'expression de la protéine ,pS8n activation et sa
translocation vers le noyau.
Ainsi comme sur la lignée HaCaT, ces résultats ramisconduit a approfondir le
réle de I'acide ursoligue comme inducteur de I'dpsp.
Pour cela, nous nous sommes intéressés a la vaptadipue dépendante de
I'activation des caspases. Nous avons étudié ssiveasent :
- la caspase-3 exécutrice de la mort cellulaireapaptose,
- la caspase-1 impliquée dans les évenements imfédaires mais qui
peut aussi, dans certains cas, étre impliquéel@aisation de la caspase-3,
- la caspase-8 initiatrice de la voie des récepteur
- la caspase-9 initiatrice de la voie mitochonaial
Nous avons étudié I'expression de 'ARNmM de chacdeeces caspases par la
technique RT-PCR, puis effectué par spectrofluchiiméle dosage de leur activité

enzymatique.

IV.1. Etude de la caspase-3

IV.1.1. Expression de I'ARNm de la caspase-3

Apres 24 heures de traitement, I'acide ursoliquéuiin une augmentation dose
dépendante de I'expression de ’TARNm de la casfagerec 15 uM, cette augmentation est
tres significative : le ratio caspase-3-actine est de 0,23 pour les cellules témoins &, 8@
pour les cellules traitées, soit une augmentation facteur de 1,65 (Figure 100).

Apres 48 heures de traitement, nous observons stigeeent une augmentation de
'expression de 'ARNm, d'un facteur de 1,52 ave@ @M d'acide ursolique, puis une
diminution de cette expression d’'un facteur de Bb6e 2,77 quand les cellules sont traitées
respectivement avec 12,5 et 15 uM (Figure 99).
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Figure 99 : Effet de I'acide ursolique sur I'expression de I'NR de la caspase-3
apres 24 et 48 heures de traitement sur les celMdiBeu.
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 @ass{3 par spectrofluorimétrie a
'aide d’'un substrat spécifique de la caspase-3-EYD-AMC). Nous avons également
utilisé un inhibiteur spécifique de cette caspase-EVD-CHO) ce qui nous permet de
confirmer la spécificité du couple substrat/intehit utilisé pour la caspase-3 et ainsi que
I'activité mesurée est bien celle de la caspadee8.valeurs des activités enzymatiques sont

exprimées en unité relative de fluorescence (URgufe 100).

Apres 24 heures de traitement, l'acide ursoliquduiin progressivement une
augmentation de I'activité enzymatique :
- cellules non traitées : 381 URF ;
- cellules + 12,5 uM d’acide ursolique : 664 URFEsmie augmentation d’un facteur de 1,74 ;

- cellules + 15 uM d’acide ursolique : 809 URFtswie augmentation d’'un facteur de 2,12.
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Aprés 48 heures de traitement, I'acide ursoliquduiin une augmentation de
I'activité enzymatique similaire a celle mesuréeea®4 heures :
- cellules non traitées : 624 URF ;
- cellules + 12,5 uM d’acide ursolique : 792 URK soe augmentation d’un facteur de 1,27 ;

- cellules + 15 uM d’acide ursolique : 1234 URR smie augmentation d’un facteur de 1,98.
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LL
1000 A *
> * I
*
*
0 Ll Ll Ll Ll 1
T 7,5 uM 10 puM 12,5 M 15 um
Concentration en acide ursolique (UM)
2000 7 asi C
os Activité caspase-3 48h
*%*
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Q1000 o *
D *
* L
0 Ll Ll Ll Ll 1
T 7,5 uM 10 uM 12,5 uM 15 uM
Concentration en acide ursolique (uM)

Cellules M4Beu en présence du Cellules M4Beu en présence du couple
substrat spécifigue de caspase-3 substrat/inhibiteur spécifique de caspase-3

[ ] Ac-DEVD-AMC [] Ac-DEVD-AMC / Ac-DEVD-CHO

Figure 100 : Activité enzymatique de la caspase-3 des celluldBa&d apres 24 et
48 heures de traitement avec I'acide ursolique.
(n=3). (* P<0,05 ; ** P<0,01).
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Parallélement, pour chaque point expérimental,ldaréscence mesurée avec le
couple substrat / inhibiteur reste constante, ¢egufirme que I'activité mesurée est celle de

la caspase-3.

L’augmentation de l'activité de la caspase-3, méswapres 24 heures de traitement
avec différentes concentrations d’'acide ursolijgst,en adéquation avec I'augmentation de
I'expression de ’TARNmM mise en évidence au terméadaéme période de traitement.

Apres 48 heures de traitement, les concentrati@s dt 15 uM d’acide ursolique
induisent une activation de la caspase-3, en réadans le méme temps et pour ces deux
concentrations, I'expression de 'TARNm de la caspest diminuée.

IV.2. Etude de la caspase-1

La caspase-1 est majoritairement impliquée dansédesements inflammatoires qui
conduisent a la nécrose cellulaire; cependant densins cas elle peut aussi activer la
caspase-3 et ainsi induire I'apoptose (Céioal, 2004). Nous avons évalué I'expression de
’ARNmM de la caspase-1, ainsi que son activité eratique.

IV.2.1. Expression de 'ARNm de la caspase-1

Aprées 24 heures de traitement avec les différecbesentrations d’acide ursolique,
aucune variation significative de I'expression d&8RINm de la caspase-1 n’est mise en
évidence par rapport aux cellules témoins (Figxe).1

Aprées 48 heures de traitement, I'acide ursoliquenimlie d’'une maniére dose-
dépendante I'expression de ’TARNmM de la caspaske Iatio caspase-13+actine est de 0,40
pour les cellules témoins et de 0,29 pour les ledltraitées avec 15 uM, soit une diminution
d’un facteur de 1,38 (Figure 101).
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Figure 101 :Effet de I'acide ursolique sur I'expression de 'R de la caspase-1

des cellules M4Beu apres 24 et 48 heures de traitem
Technique RT-PCR (n=3). (* P<0,05).

IV.2.2. Activité enzymatique de la caspase-1

Les expérimentations ont été réalisées en utilisantsubstrat spécifique de la
caspase-1 (Ac-YVAD-AMC) (Figure 102).

L’acide ursolique entraine aucune variation sigaifive de I'activité de la caspase-1,
guelque soit la concentration utilisée et quelaitla durée de traitement.

L’activité mesurée est bien celle de la caspasaidgpe la présence de l'inhibiteur
spécifiqgue (Ac-YVAD-CHO) réprime cette activité.
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Figure 102 : Activité enzymatique de la caspase-1 des celluldBa&d apres 24 et

48 heures de traitement avec I'acide ursolique.
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I\VV.3. Etude de la caspase-8
La caspase-8 est une caspase initiatrice de ladesi@écepteurs ou voie extrinseque.

IV.3.1. Expression de 'ARNmM de la caspase-8

L’observation des bandes obtenues en RT-PCR agres4B heures d’incubation ne
montrent pas de variation significative de I'exjgiea des ARNm de la caspase-8 entre les
cellules témoins et les cellules traitées (FiguBd)1l La quantification de ces bandes en
évaluant les ratios de I'expression des ARNm dealspase-8 par rapport a celle dg3{a

actine, confirme ces résultats.

Acide ursolique (UM)
0 10 125 15 0 10 125 15
caspase-8
B-actine —— — — S — —
24 h 48 h
0,5 - 0,5 +
Ratio de
caspase-8 sur
B-actine ’—l—‘ ’—'—‘ ’—’—‘ ’—’—‘ ’—‘—‘ ’—’—‘ F—‘ ’—'—‘
0 0

Figure 103 : Effet de I'acide ursolique sur I'expression de 'R de la caspase-8
des cellules M4Beu apres 24 et 48 heures de trartem
Technique RT-PCR (n=3).
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IV.3.2. Activité enzymatique de la caspase-8

Les expérimentations ont été réalisées en utilisantsubstrat spécifique de la
caspase-8 (Ac-IETD-AMC) et un inhibiteur spécifiqée-IETD-CHO) (Figure 104).
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Figure 104 : Activité enzymatique de la caspase-8 des celluldBa&d apres 24 et

48 heures de traitement avec de I'acide ursolique.

253



Aprés 24 et 48 heures d’incubation, aucune vanati® I'activité enzymatique n’est
mise en évidence quand les cellules sont traitéas @e I'acide ursolique (Figure 104).

La présence de linhibiteur réprime l'activité de taspase-8, ce qui Vvérifie la
spécificité du substrat de la caspase-8. La présdad’inhibiteur met également en évidence
une activité basale de la caspase-8 relativemenéél

L'étude de I'expression de 'ARNmM de la caspasei®si que le dosage de son
activité, montrent que l'acide ursolique est saffist sur cette caspase, et semblent écarter

ainsi la voie des récepteurs quand a leur impboatians I'apoptose des cellules M4Beu.

I\V.4. Etude de la caspase-9

La caspase-9 caractérise la voie apoptotique s#gue ou voie mitochondriale.

IV.4.1. Expression de 'ARNmM de la caspase-9

Aprés 24 heures d’incubation et par rapport aukules témoins, les différentes
concentrations d’acide ursoliqgue ne modifient pagpression de 'ARNm de la caspase-9
(Figure 105).

Apres 48 heures de traitement, nous observons ugreentation de I'expression de
'ARNmM avec 12,5 et 15 uM d’acide ursolique :

- avec 12,5 uM le ratio caspase{®actine est de 0,17 pour les cellules traitéezet d

0,11 pour les cellules témoins, soit une augmentate 1,54

- avec 15 uM, le ratio est de 0,18 soit une augatemt de 1,64.
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Acide ursolique (UM)
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caspase-9
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Figure 105 :Effet de I'acide ursolique sur I'expression de 'NR de la caspase-

9 des cellules M4Beu aprés 24 et 48 heures derratiit.
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 utilisamtsubstrat spécifique de la
caspase-9 (Ac-LEHD-AMC) et un inhibiteur spécifiqée-LEHD-CHO) (Figure 106).
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Figure 106 : Activité enzymatique de la caspase-9 des celluld8&l apres 24 et
48 heures de traitement avec de I'acide ursolique
(n=3). (* p<0,05).
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Aprés 24 et 48 heures d’incubation, I'activité emzyique de la caspase-9 n’est pas
modifiée quand les cellules M4Beu sont traitéescak® uM, 10 uM et 12,5 uM d’acide
ursolique par rapport aux cellules témoins. Enmekia pour ces deux périodes d’incubation,
une faible augmentation de l'activité enzymatigseraise en évidence avec 15 pM d’acide
ursolique (Figure 106).

Apres 24 heures de traitement :

- cellules non traitées : 697 URF ;
- cellules + 15 uM d’acide ursolique : 790 URF smie augmentation d’'un facteur de 1,13.

Aprés 48 heures de traitement,

- cellules non traitées : 625 URF ;
- cellules + 15 uM d’acide ursolique : 759 URF swoie augmentation d’'un facteur de 1,21.

La présence de l'inhibiteur spécifique réprime ctatgment l'activité de la caspase-

9, ce qui confirme que I'activité mesurée est lmelte de la caspase-9.

IV.5. Etude comparative de [l'activité enzymatique @s caspases

étudiées

Dans nos conditions expérimentales, le dosageadtvité enzymatique de chacune
des caspases montre que l'acide ursolique estestaissur la caspase-1 et sur la caspase-8
des cellules M4Beu. En revanche, I'acide ursoliqulelit I'activation de la caspase-3 et de la
caspase-9 apres 24 et 48 heures de traitementivit@dres significative de la caspase-3 est
mise en évidence a partir de 12,5 uM d’acide ugseli alors que I'activité plus modérée de la
caspase-9 est mise en évidence avec 15 uM d’asdéque (Figure 107).

Ces résultats suggérent que la voie mitochondpala&rait étre la voie initiatrice

principale du processus apoptotique induit patidaarsolique sur les cellules M4Beu.
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Figure 107 : Etude comparative des facteurs d’augmentation detiVité des

caspases des cellules M4Beu aprés 24 et 48 heaitesitement.
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V. Etude du potentiel membranaire mitochondrial @¥m)

Ayant mis en évidence I'activation de la caspassd§gérant I'implication de la voie
mitochondriale dans le processus apoptotique, rrvesis étudié I'évolution du potentiel
mitochondrial des cellules M4Beu traitées avec 'deide ursolique. En effet la chute du
potentiel mitochondrial est la premiére perturbaticellulaire détectable au cours du

processus apoptotique issu de la voie mitochoredrial

V.1 Etude du potentiel transmembranaire mitochondral par

marquagein situ avec le fluorochrome JC-1

Nous avons effectué un marquagssitu avec le fluorochrome JC-1 sur les cellules
M4Beu pour avoir une vision qualitative du potehti@tochondrial de ces cellules quand
elles sont traitées avec de I'acide ursolique. laequage est opéré uniqguement sur les cellules
vivantes, adhérées au support de la boite de eultiés cellules mortes sont éliminées par
lavage lors du protocole opératoire.

Le fluorochrome JC-1 permet de montrer par spdatrdafétrie I'état du potentiel
mitochondrial des cellules vivantes : parmi cetiedes cellules vivantes, non apoptotiques, a
haut potentiel mitochondrial, émettent une fluoee®e dans le orange, alors que les cellules
vivantes a bas potentiel, comme les cellules emscdlapoptose, émettent une fluorescene
dans le vert.

Apres 24 et 48 heures d’incubation, les cellulesn nimaitées présentent
majoritairement une fluorescence orange, ce quguala présence de cellules vivantes, non
apoptotiques, a haut potentiel mitochondrial (Fegli®8).

Pour les mémes périodes d’incubation, les cellulestées présentent une
hétérogénéicité intra-cellulaire entre les fluoesses orange et verte, ce qui traduit une
évolution du potentiel mitochondrial dans une mécedule. Nous pouvons également
observer que le nombre de cellules qui fluorescdahs le vert augmente trés
significativement en fonction de la concentratiom &cide ursolique et de la durée du
traitement.

Ces résultats montrent que l'acide ursolique induite chute du potentiel
mitochondrial des cellules M4Beu, ce qui confortbypothése du rble de la voie

mitochondriale dans ce processus apoptotique.
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24 h

12,5 pM 15 pMm

48 h

12,5 pM 15 pMm

Figure 108 : Marquagein situ du potentiel mitochondrial membranaire des
cellules M4Beu avec le fluorochrome JC-1 apres 248heures de traitement
avec l'acide ursolique.

Photographies représentatives de I'une des trgérarentations.

Grossissement x 400. (n=3).
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V.2. Analyse du potentiel transmembranaire mitochodrial en

cytométrie de flux

Afin de quantifier la chute du potentiel mitochoiadirmis en évidence par le
marquagean situ, mais aussi pour déterminer le taux d’apoptosaiirmhr I'acide ursolique
sur les cellules M4Beu, nous avons utilisé la cytiim de flux et effectué un double
marquage cellulaire :

e a l'aide du fluorochrome TOTO-3, afin de réalisereudiscrimination entre les
cellules mortes et les cellules vivantes (cellules apoptotiques et cellules en
cours d’apoptose) ;

e a laide du fluorochrome JC-1, afin d’étudier I'dwtion du potentiel
mitochondrial transmembranaire des cellules vivadtscriminées ;

» al'aide des fluorochromes TOTO-3 et JC-1, afirddeerminer le taux d’apoptose

sur la population cellulaire totale.

V.2.1. Discrimination entre les cellules vivantestdes cellules mortes avec le
fluorochrome TOTO-3

Les cellules mortes qui ont perdu leur intégritémbeanaire laissent pénétrer le
fluorochrome TOTO-3 qui s’intercale alors dans I'MDucléaire. Cette population cellulaire
qui englobe les cellules en état de nécrose oupeptaese secondaire va émettre une
fluorescence dans le rouge. Une analyse en CMFewagitre de discriminer ces cellules

mortes, appelées TOTO;3:t les cellules vivantes appelées TOTO-3

Les figures 109 et 110 représentent, a partir @dlsles M4Beu traitées avec de
I'acide ursolique, les cytogrammes de répartitien dellules mortes et des cellules vivantes.

Comme dans I'étude précédente sur la lignée Ha@afluorochrome TOTO-3 en
dicriminant les cellules mortes et les cellulesavites met également en évidence l'effet anti-
prolifératif dose et temps dépendants de l'acidmlique. L'1Gso est Iégerement supérieur a
20 uM d’acide ursolique apres 24 heures de tramenee proche de 10 uM d’acide ursolique

apres 48 heures.

261



Témoin H20, (T+)
T T
=5 = 3
o 6,74 % o ] 60.91 %
= _; < TOTO-3° = E < TOTO-3*
oL 7L
L — E TR ™ ; _.. . )
=T TOTO-3" " ] k= e — TOTO-3
= 1V e 9326% o ! -l 39,09 %
E LILILI IIIII IIIIIIIIII E P
1] 10an 1] 1000
FsC FSC
- 10 uM - 12,5 uM
=% =%
el 17,46 % 1 ] 27,31 %
" TOTO-3* N TOTO-3*
.q.l_"-\.\j -
1 =
m v—
TOTO-3° = TOTO-3°
82,54 % '='.:. 72,69 %
- 20 uM
=
0 v—
41,68 % " 44,03 %
TOTO-3* - .
>y TOTO-3
=
LL ™—
T0T0-3 o TOTO-3"
58,32 % = 55,97 %
=

Figure 109 : Cytogrammes de répartition des cellules M4Beu rsoff®©TO-3) et
vivantes (TOTO-3 apres 24 heures de traitement avec I'acide upseli

FSC (Forward Scatter) en fonction de FL4 (I'intédselative de fluorescence rouge
en TOTO-3). (HO,=Témoin positif).

Cytogrammes représentatifs de I'une des trois éxgétations (n=3).
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Figure 110 : Cytogrammes de répartition des cellules M4Beu rsoff®©TO-3) et
vivantes (TOTO-3 apres 48 heures de traitement avec I'acide upseli

FSC (Forward Scatter) en fonction de FL4 (I'intédselative de fluorescence rouge
en TOTO-3). (HO,=Témoin positif).

Cytogrammes représentatifs de I'une des trois éxgétations (n=3).
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V.2.2. Evolution du potentiel transmembranaire mitahondrial des cellules
vivantes (TOTO-3) a l'aide du fluorochrome JC-1

Le fluorochrome JC-1 permet de montrer I'état duteptel mitochondrial
transmembranaires des cellules vivantes.
Les figures 111 et 112 représentent les cytogramaeesépartition des cellules

M4Beu a haut et a bas potentiel mitochondrial.

Aprés 24 heures de traitement, I'acide ursoliqukiiinde maniére dose dépendante
la chute du potentiel mitochondrial. Avec 20 uM alte ursolique, 78,88% de cellules
présentent un bas potentiel mitochondrial (Figurg)1

Apres 48 heures de traitement, le pourcentage lildesea bas potentiel augmente
tres significativement de 17,69% pour les cellusoins & 53% pour les cellules traitées
avec 10 uM d’acide ursolique. En revanche pourctexentrations 12,5 uM, 15 uM et 20
UM, nous pouvons observer une diminution de ce mende cellules a bas potentiel
mitochondrial, avec respectivement, 12,37%, 12,1%e11% (Figure 112).

L’évolution du pourcentage de cellules & haut et patentiel, en fonction de la

concentration d’acide ursolique est représentééadigure 113.
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Figure 111 : Sur les cellules M4Beu vivantes (TOTQ;3cytogrammes de

répartition des cellules a haut potentiel et desllulee a bas
potentieltransmembranaire mitochondrial aprés 2drdse de traitement avec
I'acide ursolique.

Analyse en CMF avec JC-1. {8,=Témoin positif)

FL1 : intensité relative de fluorescence verte @tlJ

FL2 : intensité relative de fluoresence orange@hi J

Cytogrammes représentatifs de I'une des trois eéxgértations (n=3).
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Figure 112 : Sur les cellules M4Beu vivantes (TOTQ;3cytogrammes de

répartition des cellules a haut potentiel et desllulee a bas
potentieltransmembranaire mitochondrial aprés 48rdse de traitement avec
I'acide ursolique.

Analyse en CMF avec JC-1. {8,=Témoin positif)

FL1 : intensité relative de fluorescence verte @tlJ

FL2 : intensité relative de fluoresence orange@hi J

Cytogrammes représentatifs de I'une des trois @éxgértations (n=3).
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Figure 113 : Histogrammes de répartition du pourcentage desilesliM4Beu
possédant des mitochondries a bas potentiel tranbra@aire aprés 24 et 48 heures

de traitement avec l'acide ursolique.
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V.2.3. Détermination du taux d’apoptose sur la poplation cellulaire M4Beu
totale a I'aide du double marquage TOTO-3 et JC-1rCMF

Le pourcentage de cellules a bas potentiel mitodtiain mis en évidence avec le
fluorochrome JC-1 sur la population cellulaire vite correspond également, pour la méme
population, au pourcentage de cellules en courgogtmse. Cependant pour déterminer le
pourcentage réel de cellules en cours d’apoptaddtipar I'acide ursolique sur les cellules
M4Beu, nous devons prendre en compte la populatdinlaire totale et pas uniquement la
population cellulaire vivante. C’est ainsi que nausns effectué une analyse en CMF a partir
des trois sous types de population :

- cellules mortes, TOTO=3
- cellules vivantes, TOTO=2 haut potentiel mitochondrial,

- cellules vivantes en cours d’apoptose, TOT@-Bas potentiel mitochondrial.

Les figures 114 et 115 représentent les cytogranueesepartition des trois sous
types de population apres 24 et 48 heures dernraite Les différentes valeurs de cette

répartition de population sont présentées darableau 16.

Apres 24 heures de traitement, I'acide ursoliqukiiinde maniére dose-dépendante
le processus apoptotique sur les cellules M4Beal pdurcentage de cellules en cours
d’apoptose est de 12,26% pour les cellules ténwtiasteind 21,94% pour les cellules traitées
avec 10 uM d’acide ursolique. Le pourcentage derilesl apoptotiques est particulierement
important a la concentration 20 uM d’acide ursatigirec un taux de 40,45% (Tableau 16).

Apres 48 heures de traitement et par rapport ae24els, le pourcentage de cellules
apoptotique n’évolue pas avec 10 uM d’acide urseligvec respectivement 21,94 et 21,43%
pour les deux périodes de traitement. Pour leserdrations 12,5 uM, 15 uM et 20 uM
d’acide ursolique, et toujours par rapport a 24rbégule pourcentage de cellules apoptotiques
diminue et est de I'ordre de 10% (Tableau 16).

Cette analyse en CMF fait apparaitre de maniérasdathble que la voie
mitochondriale est la voie de transduction prinlgpdu processus apototique induit par

I'acide ursolique sur les cellules M4Beu.
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Figure 114 : Cytogrammes de répartition des trois sous-populatides cellules

M4Beu a partir de la population cellulaire totafgés 24 heures de traitement avec

I'acide ursolique. Analyse en CMF avec TOTO-3 etllC

TOTO-3 : cellules mortes (nécrose + apoptos®) I

TOTO-3 : cellules vivantes « normales » = haut potemtigbchondrial et cellules

vivante en apoptosé&d= bas potentiel mitochondrial.

Cytogrammes représentatifs de I'une des trois @éxeértations (n=3).
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Figure 115 : Cytogrammes de répartition des trois sous-populatides cellules
M4Beu a partir de la population cellulaire totafgés 48 heures de traitement avec
I'acide ursolique. Analyse en CMF avec TOTO-3 etllC

TOTO-3 : cellules mortes (nécrose + apoptos®) I

TOTO-3 : cellules vivantes « normales » = haut potemtigbchondrial et cellules
vivante en apoptosé&d= bas potentiel mitochondrial.

Cytogrammes représentatifs de I'une des trois éxgértations (n=3).
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Cellules vivanges (%) Cellules .
(TOTO-3) Population
Temps Traitement Apoptose Normales mortes (%) Totale
(~A¥m bas) (~A¥m haut) (TOTO_3+) (4)
- H.0, (T+) 18,67+2,42 22,50+1,66 58,83+1,56 100,00
Témoin 12,26+1,47 78,744,522 9,00+1,02 100,00
10 21,94+1,69 55,57+£3,21 22,49+1,73 100,00
24 h EE\AA]) 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
20 40,45+2,11| 15,46+1,45 | 44,09+2,86 100,00
i [0)
S roTogy | Celles | retion
Temps Traitement Apoptose | Normales mortes (%) | Totale
(~A¥m bas) | (~A¥m haut) (TOTO-3") ()
- H,0, (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| 26,4%1,36 52,15+3,66 100,00
48 h EEI\AA]) 12,5 | 10,66+1,28| 3527+1,85 | 54,073,41 | 100,00
15 11,35+1,32| 29,76+1,42 | 58,89+3,87 100,00
20 8,61+0,93 | 27,82+1,24 | 63,57+4,01 100,00

Tableau 16 :Sur la population totale des cellules M4Beu, arealys la répartition

des cellules mortes et vivantes « normales » etctdhiles vivantes en cours

d’apoptose. Analyse en CMF avec les fluorochron@30-3 et JC-1.
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VI. Etude des molécules apoptogenes libérées a parie la mitochondrie :

cytochrome c et « Apoptosis Inducing factor » (AlF)

La chute du potentiel transmembranaire mitochohdp& a lieu lors du processus
apoptotique s’accompagne généralement d’'une libératans le cytoplasme de molécules
apoptogenes dont le cytochrome c et I'AlF.

Dans notre étude, la voie mitochondriale semblg@grdérante dans le processus
apoptotique induit par I'acide ursolique puisquehaite du potentiel mitochondrial observée
est significative. Ainsi, afin de mettre en évidentexpression des protéines AIF et
cytochrome c, nous avons étudié I'expression de pregiines a l'aide de la technique
Western Blot. Nous avons aussi réalisé un marquageunofluorescent indirect afin de
mettre en évidence un relargage éventuel dans teplagme de ces deux molécules

apoptogenes.

VI.1. Etude du cytochrome c par immunofluorescencendirecte

Dans la signalisation de la voie mitochondriale,cigochrome c joue un rodle
essentiel comme co-facteur : en effet, libéré panitochondrie, le cytochrome c se lie dans
le cytosol a la protéine régulatrice « Apoptosistéin Activating Factor-1 » (APAF-1) et a la
pro-caspase-9; le complexe ainsi formé, I'apoptasdnduit I'activation de la caspase-9.

Dans cette étude, pour mettre en évidence la tibérdu cytochrome c, nous avons
effectué sur les cellules M4Beu un marquage immuonoéscent indirect avec un anticorps
de souris anti-cytochrome ¢ humain et un anticargssouris couplé au fluorochrome FITC.

Apres 24 et 48 heures de traitement et par ragpoctcellules non traitées, I'acide
ursoligue induit de maniere dose et temps dépesdantibération du cytochrome c: le
nombre de cellules, mais aussi l'intensité de #goence au niveau du cytoplasme
augmentent en fonction de la concentration ded&acirsolique et de la durée du traitement
(Figure 116).

NB : Nous avons étudié I'expression de la protéineatyome c par Western Blot.
Les résultats obtenus ne sont pas présentés acitedhnique opératoire, méme
répétée plusieurs fois, ne nous a pas permis diobten marquage cohérent des

cellules traitées, mais également des cellulesité&no
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24 h

48 h

Cellules non traitées 10 uMm

12,5 pM

Figure 116 : Immunofluorescence indirecte du cytochrome c ddisiles
M4Beu apres 24 et 48 heures de traitement aveaadd ursolique.
Photographies représentatives de I'une des trgérarentations.

Grossissement x 200. (n=3).
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VI.2. Etude de '« Apoptosis Inducing Factor » (AIR

Lors de I'apoptose, I'AlF est libérée par la mitoodrie dans le cytoplasme. Cette
protéine est ensuite transloquée dans le noyallousese fixer a I’ADN pour le fragmenter.

Pour mettre en évidence la libération de I'AlF, s@vons étudié I'expression de
cette protéine par Western Blot et par marquageunafiuorescent indirect a I'aide d’un
anticorps anti-AlF, mais sur lequel nous fixonss@eond anticorps couplé au fluorochrome
FITC.

VI.2.1. Expression de la protéine AlF par la techrque Western Blot

Apres 24 et 48 heures d’incubation, nous pouvorsemier une faible augmentation
de I'expression de la protéine AIF en fonction decbncentration d’acide ursolique (Figure
117).

Le calcul des ratios AlF3-actine confirme cette observation.

Acide ursolique (UM)
0 10 125 15 125 15

AlF “"ﬂg thk_ <«— 57 KDa

pacine | Nl Nl | | Mt M | +— 4302

24 h 48 h

-

Ratio
AlF sur
B-actine

Figure 117 : Effet de l'acide ursolique sur I'expression de letpine AlIF des
cellules M4Beu aprés 24 et 48 heures de traitement.
Technique Western Blot (n=3). (* P<0,05).
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Apres 24 heures de traitement, le ratio est de (6 les cellules témoins et de
1,30, 1,35 et 1,40 pour les cellules traitées alec 12,5 et 15 uM d'acide ursolique,
respectivement. Soit une augmentation d’'un faadeut,03, 1,07 et 1,11.

Apres 48 heures de traitement, le ratio est de ik les cellules témoins et de
1,22, 1,23 et 1,29 pour les cellules traitées alec 12,5 et 15 uM d'acide ursolique,
respectivement. Soit une augmentation d’'un faadeut,01, 1,02 et 1,07.

Nous pouvons en déduire une faible augmentatiofiestpression de AIF dose-

dépendante dans les cellules M4Beu traitées avEaailde ursolique durant 24 et 48 heures.
VI.2.2. Expression de la protéine AlF par immunoflorescence indirecte
Les difféerentes photographies des figures 118 @tfait apparaitre une fluorescence

verte intense au niveau du cytoplasme des celMiBeu de maniére dose-dépendante apres

24 et 48 heures de traitement avec l'acide urseliqu

Cellules non traitées 10 uMm

12,5 pM

Figure 118 : Immunofluorescence indirecte de la protéine AIF dekules
M4Beu apres 24 heures de traitement avec de l'asg@ique.
Photographies représentatives de I'une des trgérarentations.

Grossissement x 200. (n=3).
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Cellules non traitées

12,5 pM 15 pM

Figure 119 : Immunofluorescence indirecte de la protéine AlF cetules
M4Beu apres 48 heures de traitement avec de l'asg@ique.
Photographies représentatives de I'une des trgérarentations.

Grossissement x 200. (n=3).

L’intensité de fluorescence augmente en fonction laleconcentration d’acide
ursolique, ce qui semble indiquer une libératioseddépendante de I'AlF.

Ces résultats confirment ceux obtenus par la tgcienWestern Blot :

- augmentation (modérée) de I'expression de laépret AIF, en fonction de la

concentration d’acide ursolique.

L’étude de molécules apoptogenes cytochrome c Bt pdr immunofluorescence
indirecte fait apparaitre que I'acide ursoliqueuindaugmentation de I'expression protéique
de ces molécules apoptogénes a partir de la mitocleo des cellules M4Beu traitées, et

semble suggeérer une libération de I'AlF et du clyftome ¢ par la mitochondroe.
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VII. Protéines Bax et de Bcl-2 : études des exprens des ARNm et des

protéines

Les protéines Bax (pro-apoptotique) et Bcl-2 (apoptotique) régulent notamment
'ouverture des pores de la mitochondrie permettaimisi le relargage des molécules
apoptogenes.

Pour étudier I'implication des protéines Bax et-Ballans le processus apoptotique
induit par I'acide ursolique sur les cellules M4Bewus avons étudié I'expression de leur
ARNmM par la technique RT-PCR.

Nous avons également étudié I'expression de cdgipes par Western Blot et par
marquage immunofluorescent indirect.

Pour completer cette étude, nous avons analysé cphagque période de traitement et
pour chaque concentration d’acide ursolique, l¢éi®gaBax / Bcl-2. Ces ratios résultant de
I'étude des protéines en Western Blot, permettentdéfinir une tendance pro- ou anti-
apoptotique de I'acide ursolique sur les celluletBdu.

VIl.1. Etude de Bax

VII.1.1. Expression de ’ARNmM de bax

Les résultats présentés sur la figure 120 font r@ijpa une augmentation dose-
dépendante de I'expression de 'TARNm de bax quand¢llules sont traitées avec de I'acide
ursolique. Cette augmentation est beaucoup plusriapte apres 24 heures d’incubation
gu’apres 48 heures.

Apres 24 heures de traitement, le ratio de I'exgioesde 'ARNmM de bax sur celle
de lap-actine est de 0,16 pour les cellules non traiééee 0,33 pour les cellules traitées avec
15 uM d’acide ursolique, soit une augmentation dacteur de 2,06.

Apres 48 heures de traitement, le ratio est de Pg2 les cellules non traitées et de
0,34 pour les cellules traitées avec 15 uM d’aaidsolique, soit une augmentation d’un
facteur de 1,26.
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Acide ursolique (UM)

0O 10 125 15 0O 10 125 15
bax
B-actine —— — — — — A —
24 h 48 h

051 | * 05 *

Ratio 1 —

bax sur 1

B-actine H ﬂ H H ﬂ
] o

Figure 120 : Effet de I'acide ursolique sur I'expression de I'NR de bax

des cellules M4Beu apres 24 et 48 heures de traitem
Technique RT-PCR (n=3). (* P<0,05).

L’acide ursolique induit une augmentation sur I'egsion de 'ARNmM de bax des

cellules M4Beu de maniére dose-dépendante apres4Btheures 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 tdmique Western Blot

L’acide ursoliqgue induit de maniere dose-dépendante augmentation de

I'expression de la protéine Bax dans les celluld8bu (Figure 121).

Aprés 24 heures de traitement, le ratio Bfd«actine est de 0,25 pour les cellules
non traitées et de 0,41 pour les cellules traigesc 15 puM d’acide ursolique, soit une
augmentation d’un facteur de 1,64.

Apres 48 heures de traitement, le ration Bfixattine est de 0,38 pour les cellules
non traitées et de 0,52 pour les cellules traiesc 15 uM d’acide ursolique, soit une

augmentation d’un facteur de 1,37.

Acide ursolique (UM)
125 15 125 15

- [ —

B-actine k‘Uu - “H uu «— 43 KDa

-

24 h 48h
1 . 1A *
Ratio I * :+| |
Bax sur ** 1
e A0l

Figure 121 : Effet de l'acide ursolique sur I'expression de ltpine Bax des
cellules M4Beu aprés 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 immunfluorescence

indirecte

Apres 24 et 48 heures d’incubation, seules lesulesll traitées présentent
distinctement, au niveau du cytoplasme, une flumnese verte, et ce pour les deux périodes
L'intensité de la fluorescence augteean fonction de la concentration de
ue, ce qui indique que la protéirexRest exprimée par la biomolécule. Seuls

les resurats obtenus aprés 24 heures de traitesophprésentés sur la figure 122.

Cellules non traitées

12,5 uM 15 M

Figure 122 : Immunofluorescence indirecte de la protéine Bax asiles M4Beu
apres 24 heures de traitement avec de I'acideigusol
Photographies représentatives de I'une des trgiérarentations.

Grossissement x 200. (n=3).

Les résultats obtenus avec les différentes techrigtilisées au cours de cette étude
convergent pour indiquer que l'acide ursolique ihdune augmentation de I'expression de la

protéine pro-apoptotique Bax sur les cellules M4Beu

280



VIl.2. Etude de Bcl-2

VII.2.1. Expression de 'ARNm de bcl-2

L’acide ursolique réprime de maniere dose et temggsendants I'expression de

I’ARNmM de bcl-2 des cellules M4Beu (Figure 123).

Aprés 24 heures de traitement, le ratio ARNm de2bidB-actine est de 0,27 pour les

cellules non traitées et de 0,22 pour les celltigisees avec 15 uM d’acide ursolique, soit

une diminution d’'un facteur de 1,23.

Apres 48 heures de traitement, le ratio ARNm de2bidB-actine est de 0,30 pour les

cellules non traitées et de 0,21 pour les celltiaisées avec 15 pM d’acide ursolique, soit

une diminution d’'un facteur de 1,43.

Acide ursolique (uUM)

0 10 125 15 0 10 125 15
bcl-2 S A o
B-actine — e — — — — — —
24 h 48 h
* *
05 7 | * 054 I *

Ratio

kfs(finsnugo mmmo ﬁﬂm

Figure 123 : Effet de l'acide ursolique sur I'expression de I'NR de bcl-2 des

cellules M4Beu aprés 24 et 48 heures de traitement.
Technique de RT-PCR (n=3).



VII.2.2. Expression de la protéine Bcl-2

VI1.2.2.1. Expression de la protéine Bcl-2 par lagchnique Western Blot

L’acide ursolique réprime I'expression de la pro&iBcl-2 d’'une maniere dose-

dépendante (Figure 124).

Apres 24 ou 48 heures de traitement avec 15 pMdEaarsolique, I'expression de

la protéine Bcl-2 est diminuée d’'un facteur de g2 rapport a I'expression de la protéine

dans les cellules témoins.

Acide ursolique (UM)
0 10 125 15 O 10 125 15
Bcl-2 ‘ - * —— - <+— 25 KDa
pacine | Al Nl | | N N N | +— 43KDa
24 h 48 h
054 ! * 055 | *
- * *
Ratio — 1
Bcl-2 sur
B-actine H H ﬂ H H H
0 | 0 ,

Figure. 124 : Effet de I'acide ursolique sur I'expression de latpine Bcl-2 des
cellules M4Beu aprés 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 immuofluorescence

indirecte

Que ce soit aprés 24 ou 48 heures d’incubationrélesltats obtenus par marquage
immunofluorescent indirect ne font apparaitre aecdifférence significative dans l'intensité
de fluoresence entre les cellules témoins et |dalee traitées avec de l'acide ursolique.
Ainsi, nous présenterons que les résultats obtaridsheures de traitements. La fluorescence
verte diffuse, mise en évidence, représente leanivasal de la protéine dans les cellules
(Figure 125).

Cellules non traitées 10 uM

12,5 uM 15 pM

Figure 125 :Immunofluorescence indirecte de la protéine Bck2 dellules
M4Beu aprés 24 heures de traitement avec de 'acitgdique.
Photographies représentatives de I'une des trgiérarentations.

Grossissement x 200. (n=3).
Lors de cette étude, les résultats obtenus avdedbsiques de RT-PCR, de Western

Blot et d’'immunofluorescence indirecte montrent ¢uenolécule n’induit pas de variation de

I'expression de Bcl-2 dans les cellules M4Beu.
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VI1.3. Etude du ratio Bax / Bcl-2

Les résultats obtenus précédemment nous ont mgaérd'acide ursolique induisait
sur les cellules M4Beu une augmentation de I'exgioesde la protéine pro-apoptogique Bax
et aucune variation de I'expression de la protémapoptogique Bcl-2. Il est généralement
admis que la tendance pro- ou anti-apoptotique dftecteur se définit par le rapport entre

I'expression de la protéine Bax et I'expressionaprotéine Bcl-2.

VII.3.1. Etude du ratio de I'expression de TARNm c& Bax sur I'expression de
'ARNm de Bcl-2

Nous observons une augmentation significative diéegression du ratio de
TARNm de Bax sur 'ARNm de Bcl-2 des cellules MdBetraitées a différentes
concentrations d’acide ursolique par rapport auoténa 24 h et a 48 heures de traitement
(Figure 126).

A 24 heures de traitement, le ratio croit de mandose-dépendante : 0,60 pour le
témoin et de 1,52 pour 15 uM d’acide ursoliquet(goe augmentation d’un facteur de 2,53).

A 48 heures, le ratio augmente de 0,92 pour le ii¢etode 1,66 pour 15 uM d’acide

ursolique (soit une augmentation d’un facteur @91,

24 h 48 h
w *
29 * 29 | *
= 1 * |
Ratio bax
sur bel-2 H H H H H
0 H 0
0 10 125 15 0 10 125 15
Acide ursolique (UM)

Figure 126 : Etude du ratio de I'expression de 'ARNm de Bax setle de
'ARNm de Bcl-2 des cellules M4Beu apres 24 et 48ifes de traitement avec

I'acide ursolique.
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VII.3.2 Etude du ratio de I'expression protéique deBax / I'expression

protéique de Bcl-2

L’acide ursoligue induit d’'une maniére dose et terdppendants une tendance pro-
apoptotique trés prononcée sur les cellules M4dBaufe 127).

Apres 24 heures de traitement, le ratio Bax / BesRde 0,89 pour les cellules non
traitées et de 1,59 pour les cellules traitées allecuM d’acide ursolique, soit une
augmentation d’un facteur de 1,94.

Apres 48 heures de traitement, le ratio Bax / Bes2de 1,09 pour les cellules non
traitées et de 2,05 pour les cellules traitées allecuM d’acide ursolique, soit une

augmentation d’un facteur de 1,84.

24 h 48 h
2 - . 27 .
I *
* 1 B
* 1
1
Ratio Bax
sur Bcl-2 ﬂ H
0 0
0 10 125 15 0 10 125 15
Acide ursolique (UM)

Figure 127 : Ratio de I'expression de Bax sur celle de Bcl-2 deldules M4Beu
apres 24 et 48 heures de traitement avec de l'acgtdique.
Technique Western Blot (n=3). (* P<0,05).

Les résultats des techniques RT-PCR et WesternnBbotrent que I'acide ursolique

induit une augmentation dose-dépendante du ratB®asesur Bcl-2 des cellules M4Beu a 24

et 48 heures de traitement.
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Pour résumer nos principaux résultats obtenusesucéllules M4Beu, nous avons
montré que I'acide ursolique induit un effet antgératif sur les cellules traitées avec une
ICs0 de 18 uM et 12,5 uM, respectivement a 24 et 48dsede traitement. Nous n’avons pas
observé de blocage du cycle cellulaire. En revankzh@résence d’'une population sub-G1
indique que l'acide ursoligue induit un processus-gpoptotique. Nous avons observé une
translocation de p53 phosphorylé dans le noyagétetrishiné une augmentation de I'activation
des caspases-3 et -9. La chute du potentiel tranbna@aire mitochondrial est tres
importante et le ratio Bax/Bcl-2 obtenu apres @raignt est en faveur d'un processus pro-
apoptotique, impliguant la mitochondrie comme vdi¢ signal apoptotique. Nous avons

également observé un relargage des molécules aygo@s AlF et cytochrome c.
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DISCUSSION
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Nous nous sommes intéressés a l'action de l'acidelique sur deux lignées
cellulaires de la peau humaimevitro, la lignée HaCaT non-cancéreuse et la lignée M4Beu
cancéreuse. La lignée cellulaire HaCaT est corgtitle cellules immortalisées dérivées de
kératinocytes (Fusenig & Boukamp, 1998 ; Boukahpl, 1994 ; Boukampet al, 1995). La
lignée cellulaire M4Beu est une lignée cancéreubenue a partir d'une métastase
ganglionnaire d'un mélanome humain. Cette ligndehétérogene, c'est-a-dire qu’elle est
constituée de cellules pauvrement tumorigenes taigement métastatiques vitro et

hautement tumorigénes mais pauvrement métastatigwes (Doreet al, 1987).

Dans un premier temps, nous avons étudié l'effetl'deide ursolique sur la
croissance cellulaire de ces deux lignées. Powar, ceux techniques ont été employées, la
technique du MTT et la méthode d’exclusion du litgpan.

La technique du MTT est couramment utilisée poteatfier des tests de prolifération. Les
résultats obtenus pour les deux lignées dans leditains testées ne démontrent pas d'effet
anti-prolifératif et ne permettent pas de détermuree 1Go. Ces résultats ne corroborent pas
I'examen visuel. Ainsi, nous pouvons en conclure gour les deux lignées traitées avec
I'acide ursolique, la techniqgue du MTT ne semble paaptée pour étudier l'effet anti-
prolifératif de I'acide ursolique.

La deuxieme technique utilisée est la méthode dlsian du bleu trypan. Les résultats
obtenus sur les deux lignées traitées avec 'asidelique ont permis d’observer l'effet anti-
prolifératif dose et temps dépendants de cette cutdéet ainsi de déterminer uns§Gle 18
UM a 24 heures de traitement, et ungy k2 12,5 uM a 48 heures de traitement pour les deux
lignées. Nous pouvons donc en déduire un effetpantifératif de I'acide ursolique sur les
deux lignées cellulaires étudiées.

La techniqgue du MTT ne convient pas a notre epale déterminer un effet anti-prolifératif,
car elle minimise cet effet. Le test du MTT estisgaselon la méthode décrite par Mosmann,
en 1983. Ce test donne une indication sur I'étabdn fonctionnement mitochondrial. Le
principe du test du MTT consiste a mesurer l'ativile la succinate déshydrogénase
mitochondriale des cellules vivantes. Cette enzypa, coupure du cycle tétrazolium,
transforme le MTT (ou Bromure de 3(4.5-diméthyl#ub2-yl)-2.5-diphényltétrazolium), de
couleur jaune, en cristaux de formazan bleus. N&sultats montrent que [I'activité
déshydrogénase n’est pas proportionnelle au nod@oellules vivantes. D’autres auteurs ont
montré sur des lignées cellulaires telles que édsles mammaires MCF-7 (Es-saaglyal,
1996Db) et les cellules U87 issues de gliobastomealumultiforme (Leest al, 2001), que la
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technique du MTT ne permet pas toujours de détemianombre réel de cellules viables.
En 1993, Pagliacat coll. ont démontré par comptage direct du nonadereellules au bleu
trypan que la génistéine arréte la croissancelaglude plusieurs lignées malignes (MCF-7,
Jurkat et L-929). En revanche, par la techniquddd@, ces mémes auteurs ont observé dans
ces trois types cellulaires une stimulation de tadpction de formazan qui masque
complétement I'action inhibitrice de la génistéiet donc I'effet anti-prolifératif de cette
molécule est sous-estimé. Nous constatons sur Bog tignées que l'acide ursolique
minimise I'effet anti-prolifératif a I'identique dex génistéine sur les cellules MCF-7 grace a
la technique du MTT. Comme la génistéine et l'acitsoligue sont deux inhibiteurs
potentiels de la tyrosine kinase et de la topoisas&ll (Pagliaccet al, 1993 ; Hollosyet

al., 2000 ; Mizushinat al, 2000), nous pouvons spéculer que les différeabssrvées entre
les résultats obtenus avec le bleu trypan et cdai@nas avec le MTT pourraient étre la
conséquence d’un effet inhibiteur potentiel deitlaaursolique sur la tyrosine kinase et/ou sur
la topoisomérase I, sans pour autant expliquerlié® entre ces enzymes et les

déshydrogénases mitochondriales.

Dans un deuxieme temps, nous avons effectué I's@aly cycle cellulaire et I'étude
de I'expression des ARNm et des protéines p21 &t p®téines régulant le cycle cellulaire.

Pour élucider les mécanismes d’inhibition de ldifin@tion cellulaire provoqués par
I'acide ursolique dans les lignées cellulaires HEGd M4Beu, nous avons analysé par
cytométrie en flux, la distribution des cellulesxddes différentes phases du cycle cellulaire.
Dans notre étude, nous observons, pour les cellHle€aT traitées, une progressive
accumulation des cellules en phase G1, alors gnertére de cellules décroit en phase G2.
Pour la lignée M4Beu, 'acide ursolique n’induitspadiarrét du cycle cellulaire.
Nos résultats sont en accord avec de préecédentsuiraréalisés dans notre laboratoire,
démontrant que l'acide ursolique induit un arrétajele cellulaire en phase G1 sur des
cellules cancéreuses mammaires humaines MCF-7# desicellules de mélanomes de souris
B16 (Es-Saadgt al, 1996a ; Es-Saadst al, 1996b).
Ces premiers résultats démontrent que l'acide iguslagit differemment sur les deux
lignées cellulaires étudiées. Nous pouvons sugggrerl’arrét du cycle cellulaire, observé
dans le cas des cellules HaCaT, permettrait a llaleale réparer certains dommages de
'ADN. En revanche, dans le cas des cellules M4Baution de I'acide ursolique n’entraine
pas d'arrét du cycle cellulaire, soit parce quedesimages dans ’ADN sont minimes, soit

parce que l'acide ursoligue ne modifie pas l'inti&grdu génome, soit parce que les
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dommages sont trop conséquent. Ainsi, pour lesilesliHaCaT, I'effet anti-prolifératif de
I'acide ursolique s’explique partiellement par ulodage en phase G1; sur les cellules
M4Beu, I'effet anti-prolifératif de I'acide ursoligg s’expliquerait par un autre mécanisme.
L’analyse du cycle cellulaire met aussi en éviddagarésence d’'une population sub-G1 dans
les deux lignées cellulaires traitées. Ce pic spwad a des cellules dont le contenu en ADN
est diminué par perte de fragments d’ADN clivéscaurs de I'apoptose (Leees al, 1999;
Szmitet al, 2002). Nous supposons d’apres le pic sub-Git éfue la population cellulaire
traitée a perdu le méme contenu en ADN, donc dadexont toutes des fragments de tailles
égales. Il est trés rare d’observer une réguldet courbes représentant le pic sub-G1 ; cette
régularité exprime une fragmentation tres netteestprécise de I’ADN, ce qui n'a jamais été
mis en évidence au cours des précédentes étudelesslignées cellulaires cancéreuses
traitées avec I'acide ursolique.

Pour les cellules HaCaT, I'apparition d’'un pic s8b-a 20 uM d’acide ursolique aprées 24 et
48 heures de traitement montre que cette moléadigitiune augmentation significative du
nombre de cellules dans la phase sub-G1. Pouelkges M4Beu, I'apparition d’'un pic sub-
G1 observée est importante a 20 uM d’acide urseldgs 24 heures. L'apparition d’'un pic
sub-G1 a 48 heures est observée quelles ques deserbncentrations d’acide ursolique
testées. Les cellules M4Beu seraient plus sensibldeffet pro-apoptotique de l'acide
ursolique que les cellules HaCaT.

La présence d’'un pic sub-G1 dans les celluleg&aitndique que I'acide ursolique induit un
processus apoptotique. L'effet anti-prolifératif tacide ursolique s’expliquerait par un
blocage du cycle en phase G1 avec induction duepsas apoptotique dans les cellules
HaCaT. Pour les cellules M4Beu, cet effet antidifgodtif serait d0 uniquement a une

induction du processus apoptotique.

Il est établi que la protéine suppresseur de tumB8rinhibe la croissance cellulaire
en induisant un arrét du cycle cellulaire et/opdptose (Levine, 1997). Dans les cellules
épithéliales de la prostate humaine (Cétoal, 2000), I'acide ursolique induit I'expression de
la protéine p53. Cette derniére active la tranfiompet la synthése de la protéine p21, un
inhibiteur du cycle cellulaire (El-Deirgt al, 1993 ; Kim, 1997). La protéine p21 appartient a
la famille Cip/Kip qui contrdle le point de trarisih G1/S dans le cycle cellulaire, en inhibant
'activité des complexes cycline D/CDK (Levine, 199 C’est une des cibles
transcriptionnelles majeures de p53 et un des ipang médiateurs de l'arrét du cycle
cellulaire (Waldmaret al., 1995).
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Dans les cellules HaCaT traitées par I'acide ugs@j nous avons montré, par différentes
techniques de biologie moléculaire, 'augmentatien’expression de 'ARNm de p21, et de
la protéine p21l. En revanche, nous n'avons obsancine variation de I'expression de
'ARNmM de p53, ni celle de la protéine p53. Nosultds sont en accord avec ceux obtenus
par Kim et coll. en 1997, qui ont montré que, ®g tellules REF (Rat Embryo Fibroblast
cells) traitées par I'acide ursolique, I'expressdmnla protéine p21 croit alors que celle de la
protéine p53 ne varie pas. DE mém avec une auttécoie, Pellizzaro et coll., en 2001, ont
montré que le butyrate de sodium bloque la crossaellulaire des cellules cancéreuses de
poumons avec une faible augmentation de I'exprassie p21l alors que I'expression
protéigue de p53 ne varie pas.

A l'aide d’'un anticorps dirigé contre la protéin83pphosphorylée sur la sérine 392, nous
avons observé par immunocytochimie une fluorescenmnse au niveau du noyau des
cellules HaCaT traitées par l'acide ursoligue. Naaomstatons aussi que lintensité de
fluorescence du marquage augmente au niveau dwrmyec des concentrations d’acide
ursolique croissantes, suggérant l'activation derisiéine p53 par phosphorylation sur la
serine 392, et la translocation de p53 dans lewoya 1997, Sakaguchi et coll. et Shieh et
coll., ont démontré que la phosphorylation surdiane 392 stabilise le tétramére p53, c'est-a-
dire la forme active de cette protéine. La protgnd8 peut alors fonctionner comme un
facteur de transcription dans le noyau ou ellevadtexpression de nombreux genes (Jaiswal
& Narayan, 2001). En 1995, Katayose et coll. onhtréosur des cellules AoVSMC (Aortic
Vascular Smooth Muscle Cells) que I'expression &g provoque un arrét du cycle cellulaire
en G1, alors que I'expression de p53 induit a la farrét du cycle et 'accumulation de
cellules apoptotiques en phase sub-G1. Dans |lkdeseHaCaT traitées, nous supposons que
I'arrét du cycle cellulaire en phase G1 est réqudé I'expression de la protéine p21, cible
transcriptionnelle de p53, et que I'apparition dugub-G1 serait due a I'activation de p53 car
p53 est active dans le noyau.

Dans la lignée cellulaire M4Beu traitées par I'acigsolique, nous n'observons pas d’arrét
du cycle cellulaire, ni de variation del’'expressides ARNm de p21, ni de variation de
I'expression de la protéine p21. Toutefois, I'appam d’'un pic sub-G1 s’observe des 24
heures pour la plus forte concentration d’acideoligee, et a 48 heures pour toutes les
concentrations d’acide ursolique testées. A 248eéhelres de traitement, nous avons de plus
montré que I'acide ursolique induit une augmentasignificative de I'expression des ARNm
de p53 et de I'expression de la protéine p53. Cormpowe les cellules HaCaT, I'observation

de la présence de p53 phosphorylée sur la sériBedd8s le noyau des cellules M4Beu

291



traitées, suggere que p53 est activée. Autant lesueellules HaCaT et que pour les cellules
M4Beu, cette observation pourrait expliquer ladatcumulation de cellules apoptotiques en
phase sub-G1 a 24 et 48 heures de traitement aes fmncentrations d’acide ursolique.
L’analyse du cycle cellulaire ainsi que I'étude lgxpression des protéines p53 et
p21 montrent des différences entre les cellulesadagl M4Beu traitées par I'acide ursolique.
Nous pensongue l'arrét du cycle cellulaire dans les cellulesCdT traitées permettrait aux
cellules de réparer leur ADN endommageé. Cet amétrpit étre di a une augmentation de
'expression de p21. En revanche, cet arrét n'ast gbservé pour les cellules M4Beu, et
I'apparition du pic sub-G1 est plus important qoeples cellules HaCaT augmentation de
I'expression de p53 induirait une accumulation drase sub-G1 des cellules HaCaT et
M4Beu traitées.
L’acide ursolique semble donc avoir un effet proyaptique sur les deux lignées cellulaires,

mais avec un effet plus marqué et plus précoce lpswrellules M4Beu.

Dans un troisieme temps, nous avons analysé less \apoptotiques activées par
I'acide ursolique dans chacune des deux lignéeistd=kil une voie propre a chaque lignée ou
I'acide ursolique a-t-il un effet unique quelle gait la lignée cellulaire ?

Nous nous sommes intéressés tout particulierememt wies apoptotiques
dépendantes des caspases, protéases spécifiqliapateose, caractérisées par la voie de
transduction extrinséque qui fait intervenir lapzse-8 et la voie de transduction intrinseque
qui fait intervenir la caspase-9 (Hentgartner, 2Q0&ks deux voies convergent en aval, vers
I'activation commune de la caspase exécutrice majspécifique de I'apoptose, la caspase-3
(Green & Kroemer, 1998). La voie inflammatoire imgplnt la caspase-1 (Amarande-
Mendes & Green, 1999 ; Earnshat al, 1999), qui peut aussi dans certaines conditions
activer la caspase-3 par clivage et ainsi induaeoptose (Gupt&t al, 2002), a également
été analysée. Nous avons étudié I'expression dddsmi\ides caspases-1,-3,-8 et -9 par RT-
PCR, puis l'activité enzymatique de chaque caspaseutilisant des couples substrat /
inhibiteur spécifiques de chacune d’entre ellesvdat al, 2002).

Dans les cellules HaCaT, I'expression des ARNmadealspase-3 augmente aussi bien a 24
heures gu’'a 48 heures de traitements pour tousesdecentrations d’acide ursolique. Nous
montrons que l'acide ursolique n’induit pas de aton de l'activité caspase-3 apres 24
heures de traitement ; mais a 48 heures, cettdtaadugmente fortement surtout avec 15 uM

d’acide ursolique.
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En revanche, dans les cellules M4Beu, I'expressies ARNm de la caspase-3 augmente
significativement quelles ques soient les concéntra d’acide ursolique a 24 heures, alors
gu’elle diminue pour les plus fortes concentratiatiacide ursolique a 48 heures de
traitement. Nous avons aussi observé que I'expmesses ARNm de p53 dans les mémes
conditions de temps et de concentrationsdiminuecj peut suggérer un état apoptotique
avancé de la cellule. Nous supposons que cesezligxpriment plus ni p53, ni caspase-3,
ce qui n'empéche pas l'activité de caspase-3. Cultwité de la caspase-3 augmente par
rapport aux cellules non traitées a 24 heures com#teheures de traitement ; et ceci quelles
gues soient les concentrations d'acide ursolique.

Dans les cellules HaCaT, 'augmentation de 'atdivie la caspase-3 est plus importante mais
tardive que celle observée dans les cellules M4tBaitées ; alors que, dans les cellules
M4Beu, elle augmente précocement mais reste cdast@ette augmentation d’activité
s’observe au méme moment que I'accumulation désleglen phase sub-G1. En accord avec
Hengartner (2000), nos résultats montrent que $pase-3 est activée avant I'apparition des
changements morphologiques caractéristiques degdtape. L’activation de la caspase-3 est
un phénomene irréversible du processus apoptotigaeide ursolique engendre un effet pro-
apoptotique sur les deux lignées. De nouveau, nonstatons que le processus apoptotique
est plus important dans les cellules cancéreusd&eMdue dans les cellules HaCaT dérivées
de kératinocytes.

Nous avons analysé I'activité de la caspase-lesgimpliguée dans des événements
inflammatoires conduisant a la nécrose celluldiariishawet al, 1999). Dans certains cas,
elle peut activer par clivage la caspase-3 powired’apoptose (Guptat al, 2002).

Pour les cellules HaCaT, nous constatons aucunatiear de I'expression des ARNm de la
caspase-1 a 24 heures comme a 48 heures de tmaitelfmcide ursolique n’induit pas
l'activité de la caspase-1, hormis une légere amgatien a 15 uM aprés 48 heures de
traitement. Ceci pourrait s’expliquer peut-étre pareffet feed-back de la caspase-3 sur la
caspase-1 pour accélérer le processus apoptotique.

Dans les cellules M4Beu, I'expression des ARNm aledspase-1 diminue fortement a 48
heures, soutenant I'hypothése d’'un état d’apopavs@cée que nous avons déja évoqué avec
les profils d’expression des ARNm de p53 et de &ss8. En revanche, I'activité de la
caspase-1 ne varie pas apres les deux temps tmeat étudiés et quelles ques soient les
concentrations.

Nous supposons qu’il n’y a aucun phénoméne inflatoimeadans notre systéme car I'acide

ursoligue n’induit pas d’activations de la caspastans les deux lignées. La caspase-3 n’est
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donc ni clivée, ni activée par la caspase-1. Cattmiére n’est donc pas impliguée dans
I'apoptose médiée par I'acide ursolique.

La présence de pics sub-G1 dans les cellulesdga#ipres analyse par CMF, la translocation
dans le noyau de la protéine p53 et I'activationlalecaspase-3 confirment l'effet pro-

apoptotique de l'acide ursolique sur les cellulesCHT et M4Beu, en culture. L'acide

ursoligue posséde un effet anti-prolifératif maissss un effet pro-apoptotique sur ces
cellules ; le premier effet est la conséquencealixigdme.

Le processus apoptotique se caractérise par uoadmsg’'évenements biochimiques
et moléculaires. Ces mécanismes constituent degrgmmmes apoptotiques performants,
présents dans la plupart des types cellulaires péuvent étre initiés par une variété de
signaux intra- ou extra-cellulaires. L’activatioe ¢a voie de transduction du signal pro-
apoptotique dépend du type cellulaire et d’élémesis-cellulaires spécifiques de chaque
stress. Les récepteurs membranaires activent la egirinséque ou voie des récepteurs
(Salvesen & Dixit, 1997; Salvesen & Dixit, 1999) les mitochondries sont au centre de
I'activation de la voie intrinseque (Amarande-Meside Green, 1999 ; Gupta, 2003). Mais
quelles ques soient les voies de transduction emgroelles-ci convergent toujours vers une
voie finale effectrice commune (Thompson, 1995pliquantla caspase-3. La caspase-8 est
activée apres liaison d’'un ligand a son récepteécifique. Elle est la caspase principale de la
voie extrinseque. La caspase-9 est aussi une easpasitrice impliguée dans la voie
intrinséque ou mitochondriale. Les caspases-8 sbA® des caspases initiatrices, c’est-a-dire
gu’elles activent en aval la caspase-3 (Hengar@0Q). Afin de déterminer quelles sont les
voies de transduction qui activent la caspase-8s myons analysé I'expression de 'ARNmM
et les activités des caspase-8 et -9 dans lesdeeHaCaT et M4Beu traitées.

Dans les cellules HaCaT, nous constatons que kEssppn des ARNm de la caspase-8 ne
varie pas a 24 et 48 heures. De méme, I'analysodeactivité a I'aide du couple substrat /

inhibiteur spécifique montre qu’elle est trés petive dans les cellules HaCaT traitées, par
rapport aux cellules témoins. Une tres faible augaten d’activité est observée dans ces
cellules apres 48 heures de traitement avec lafpitesconcentration d’acide ursolique. Cette

activité tardive pourrait étre due a un feed-backitf de la caspase-3 sur la caspase-8, afin
d’accélérer le processus apoptotique.

Dans les cellules M4Beu, nous constatons que lesgion des ARNm de la caspase-8 ne
varie pas, ni a 24, ni a 48 heures de traitememtmBme, I'analyse de l'activité de la caspase-
8, a l'aide du couple substrat / inhibiteur spéci&@ montre qu’elle n’est pas active dans les

cellules M4Beu.
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Nous pouvons en déduire que la caspase-8 péassimpliquée dans I'activation de la caspase-
3. Ainsi, dans nos conditions expérimentales, dlacursoliqgue ne semble pas induire
I'apoptose sur ces deux lignéea la voie extrinseque ou voie des récepteurs de.mort

Dans les cellules HaCaT, une augmentation de Viéetide la caspase-9 est observée
uniquement pour les cellules traitées pendant 48else alors que I'expression des ARNm ne
varie pas. L'intensité de l'activité de la casp8sgar rapport a celle de la caspase-8 est plus
importante.

Dans les cellules HaCaT traitées, une implicatioafguentielle de la voie intrinseque
mitochondriale dans l'induction de I'apoptose egigosée. Dans les cellules M4Beu traitées,
hormis a 24 heures, I'acide ursolique induit ungraentation significative de I'expression
des ARNm de la caspase-9. En ce qui concernevigctle la caspase-9, elle augmente aussi
bien a 24 qu'a 48 heures de traitement, a la g fconcentration d’acide ursolique. Ces
résultats suggeéerent un effet pro-apoptotique deidé& ursolique sur la mitochondrigia
I'induction de la voie intrinséque mitochondriale.

Sur les deux lignées cellulaires HaCaT et M4Beitéea avec I'acide ursolique, la voie de

transduction du signal apoptotique impliquée séaarbie intrinseque mitochondriale.

Nous avons donc, dans un quatrieme temps, expion@itation de la mitochondrie
dans I'apoptose induite par I'acide ursolique.

La mitochondrie joue un role central dans les msoa@s apoptotiques (Hengartner,
2000). La premiere perturbation cellulaire dételetatu cours du processus apoptotique est
une chute du potentiel transmembranaire mitochahdpuand la mitochondrie subit certains
stimuli d’aggression, elle réagit par une chute mhtentiel membranaire ; ce dernier
s’accompagne du relargage de molécules confinées daspace intermembranaire
mitochondrial, comme APAF-1, la pro-caspase-9, naissi I'AIF (Apoptosis Inducing
Factor) et le cytochrome c. Ces molécules sontgeées par des pores mitochondriaux dont
I'ouverture est régulée par les membres de la farBitl-2 (Grosset al, 1999), dont les plus
étudiés sont Bax, proto-oncogéne pro-apoptotiqueB&-2, molécule anti-apoptotique
(Borner, 2003). Bax et Bcl-2 régulent I'ouverturesdpores modifiant la permeéabilité
membranaire mitochondriale (Ravagretnal, 2002). Bax serait responsable de l'ouverture
des pores mitochondriaux entrainant la chute denpiel transmembranaire mitochondrial
(Borner, 2003). Par contre, Bcl-2 assurerait le fomttionnement de la fermeture des pores
et empécherait le relargage du cytochrome c, faantila survie cellulaire. La protéine Bcl-2

permettrait la séquestration de la pro-caspaseddrat I'inactivation de la caspase-9, ce qui
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pourrait inhiber I'activation des caspases (Susinal, 1996 ; Tsujimoto, 2003). Le
cytochrome c est libéré de la mitochondrie pouiesea APAF-1 dans le cytosol et permettre
I'activation de la caspase-9. L’AlIF, une fois libér migre dans le noyau de la cellule en
apoptose ou elle induit une fragmentation de I'’ABINfragment de hauts poids moléculaires
(Susinet al, 1999a ; Susiet al, 1999b). Elle agirait par liaison directe ave&DN (Ye et
al., 2002). En revanche, l'ordre de relargage dedms molécules varie en fonction du
stimulus et du type cellulaire (Candé al, 2002a ; Candét al, 2002b). La mitochondrie,
délimitée par une double membrane, est le théad&ehanges d’ions, de protéines et de
solutés. L’isolement relatif de la mitochondrie lpérmet de maintenir, au niveau de sa
membrane interne, un potentiel électrochimique &lgui est nécessaire a ses fonctions
métaboliques. Des modifications majeures de la @ehifité mitochondriale semblent
déterminantes dans le déclenchement de la mortlaiedl programmée (Kroemer & Reed,
2000). En effet, au cours de l'apoptose, la mitoche subit des modifications de la
perméabilité de ses deux membranes, ces modifisatie produisent bien avant I'activation
des caspases (Green & Kroemer, 1998). La dissipaliopotentiel de la membrane interne
mitochondriale est un événement précoce de I'apep{dayssieret al, 1994 ; Zamzamet
al., 1996).

Pour mettre en évidence cette chute, nous avoaeste#, a I'aide du fluorochrome
JC-1, une étudm situde I'état du potentiel transmembranaire mitoch@hdPuis nous avons
effectué un double marquage a l'aide de deux flelmammes TOTO-3 et JC-1, suivi d’'une
analyse par CMF sur cellules en suspension (Zuéitial, 2003). Le marquage situ a été
réalisé afin de visualiser de maniére qualitataveHute du potentiel transmembranaire. Aprés
24 et 48 heures d’incubation, les cellules témalas deux lignées présentent toutes une
fluorescence orange, ce qui indique que les csllglent vivantes, non apoptotiques, et
posséde un haut potentiel mitochondrial. Pour I&mnes temps d’incubation, les cellules
HaCaT et M4Beu traitées présentent une hétérogéiméia-cellulaire entre les fluorescences
orange et verte, ce qui traduit une évolution dtemkiel mitochondrial dans une méme
cellule. Le nombre de cellules qui fluoresce dansdrt augmente tres significativement en
fonction de la concentration en acide ursoliquaeeia durée du traitement quelles ques soient
les cellules étudiées. L'acide ursolique induit ucteute du potentiel transmembranaire
mitochondrial dans les cellules HaCaT et M4Beu.

Nous avons ensuite effectué une analyse du pdtentrsmembranaire
mitochondrial par double marquage (TOTO-3 / JC-Givis d'une analyse par CMF.

Contrairement a I'étudin situ, cette analyse est quantitative, elle s’effecturedes cellules
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mises en suspension. L'analyse par CMF des cellldek lignée HaCaT présente un taux
peu élevé de cellules a bas potentiel, quels qo@ntsle temps de traitement et la
concentration d’acide ursolique. Ces résultats oefienent pas ceux observés lors du
marquagein situ. Nous pouvons supposer que ces cellules réagisséétermment selon
gu’elles sont adhérées au support (marquiagéu) ou en suspension (marquage en CMF au
TOTO-3). En revanche, l'analyse du potentiel mitwaiirial dans les cellules M4Beu
présente un taux de cellules a bas potentiel qgihaate significativement de maniere dose et
temps dépendants (de 7 a 80% a 24 h et de 7 a ¥8bhh A 48 heures pour les plus fortes
concentrations, la chute du potentiel est moinsomante, car les cellules en apoptose ne sont
plus vivantes et se retrouvent donc dans la papulake cellules mortes. La cytolysevitro
entraine une perte d’intégrité membranaire qui rigeol’augmentation du taux de cellules
mortes a 48 heures. Le nombre de cellules trait8esit subi une chute du potentiel
mitochondrial est considérable apres traitement lfzanide ursolique et indique que le
processus apoptotique est déclenché dans leseselM#4Beu.
L’analyse par CMF nous a aussi permis de détermienpourcentage de cellules HaCaT et
M4Beu en apoptose apres traitement. Le taux daleslhyant subi une chute du potentiel est
déterminé par rapport a la population vivante abjue le taux d’apoptose se mesure par
rapport & la population totale. Dans la lignée HgOa taux de cellules en apoptose ne
dépasse pas 13% quels ques soient le temps demieait et la concentration d’acide
ursolique. Pour les cellules M4Beu, le taux d’apsptaugmente significativement avec le
temps de traitement et la concentration d’'acideligge. Il est de 40% a 24 heures mais
chute a 8% a 48 heures pour les plus fortes coratemts d’acide ursoligue. Cependant, pour
les plus faibles concentrations d’acide ursoligeetaux d’apoptose avoisine les 21% a 48
heures. La diminution observée a 48 heures estdaeperte d’intégrité membranaire des
cellules et a l'apparition d’'une nécrose tardivaejsgue la population de cellules mortes
augmente de 50% a 63% pour 10 et 20 uM d’aciddigus) respectivement.
Nous avons décrit une chute de potentiel pour kkiles M4Beu traitées par l'acide
ursolique. Les cellules HaCaT, quant a elles, isgntent qu'une Iégere chute de potentiel,
peu significative apres traitement. Ces résultatsisnpermettent de conclure que la
mitochondrie semble impliguée dans le processugptapique des cellules M4Beu. En
revanche, dans les cellules HaCaT traitées, laintieseque semble trés peu activée.

Apres la chute du potentiel transmembranaire mdodhal, la mitochondrie libere
des protéines apoptogenes inductrices d’apoptoseme le cytochrome c et I'AlF (Loeffler

& Kroemer, 2000 ; Loeffleret al, 2001). Nous avons étudié par immunocytochimie la
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localisation sub-cellulaire du cytochrome ¢ darssdeux lignées. Nous révélons la présence
du cytochrome c dans le cytoplasme apres traiterpant|'acide ursolique ; de plus,
l'intensité de fluorescence augmente avec le tedepgaitement et la concentration d’acide
ursolique. A 48 heures de traitement et a la canagéon de 20 uM, l'acide ursolique induit
une libération du cytochrome c par la mitochondtans les cellules HaCaT et M4Beu
traitées. Dans les deux lignées étudiées, nousomsusupposer qu’'une fois libérée, cette
molécule apoptogene s’associe avec la pro-caspgsmi® I'activer comme l'on décrit
Ravagnan et Parone, en 2002.

Les études concernant les mécanismes de relargesgerdtéines mitochondriales
apoptogenes se sont surtout focalisées sur lggagjardu cytochrome ¢ (Paroetal, 2002).
Le mécanisme exact de ce relargage n'est, jusga;afias encore tout a fait connu mais
plusieurs hypothéses sont proposées (Borner, 20083t reconnu que les membres de la
famille de protéines Bcl-2 sont capables de formdes canaux dans les membranes
mitochondriales : ces protéines ont donc été lemrs candidats désignés pour la formation
de pores dans la membrane externe mitochondridile, d@ permettre la libération du
cytochrome c (Fridmaat al, 1999 ; Groset al, 1999). Aujourd’hui, il est clairement établi
gu’a la suite d’'un stimulus apoptotique, Bax stienla sortie du cytochrome ¢ par un pore de
la mitochondrie (Borner, 2003). Plusieurs étudesmontré que la protéine pro-apoptotique
Bax peut s’insérer dans la membrane mitochondealf®rmer des pores assez larges pour
permettre le passage du cytochrome c (Korsmeyail, 2000). Nous avons étudié, sur les
lignées HaCaT et M4Beu traitées par I'acide ursaiges deux régulateurs majeurs de la
perméabilisation membranaire mitochondriale, lestgines Bax et Bcl-2 (Kroemer, 2002).
Nous avons étudié leur expression a différents anixepar RT-PCR, Western Blot et
immunofluorescence par marquage indirect.
Nous avons montré dans la lignée HaCaT, que leetnaint par I'acide ursolique diminue
I'expression des ARNm de Bax, alors que I'exprassles ARNm de Bcl-2 ne varie pas. Ce
triterpéne n’induit pas de variation de I'expresspyotéique de Bax, ni celle de Bcl-2. Quant
a la technique d'immunocytochimie, elle n’a pasnperde vérifier la présence des deux
protéines. Cette étude est peu concluante carnellgpermet pas dimpliquer ces deux
protéines dans la libération du cytochrome c. Noarscluons que, dans les cellules HaCaT
traitées, la voie mitochondriale ne semble pas igupke pour étre la voie de signalisation
apoptotique. L’acide ursolique ne fait pas variexpression de p53, ni celle de Bax et
n’induit qu’une légére chute de potentiel. Dansdelules HaCaT, le relargage de la caspase-

9 et du cytochrome wa la mitochondrie se fait certainement par une avire.
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Dans la lignée cancéreuse M4Beu, I'acide ursolmugmente significativement I'expression
des ARNm de Bax et son expression protéique dearadose-dépendante. Pour les mémes
temps d’incubation et aux mémes concentrationgptEssion des ARNm de Bcl-2 et son
expression protéique diminuent significativement rdaniere dose-dépendante. Le ratio
montre que la balance entre Bax et Bcl-2 penchdaeeur de Bax, donc en faveur de
I'ouverture des pores mitochondriaux et ainsi débération du cytochrome ¢, comme l'ont
démontré Gross et coll., en 1999, et Borner, er3280us confirmons I'effet pro-apoptotique
de [l'acide ursoliqgue. Par immunofluorescence, nawmfirmons l'augmentation de
I'expression de Bax et aucune variation de I'expses) de Bcl-2 en fonction du temps et des
concentrations d’acide ursolique. Ces résultatst san corrélation avec la chute tres
importante du potentiel mitochondrial observé das<ellules M4Beu.
Nos résultats montrent que, dans le cas des ceIMWBeu traitées par I'acide ursolique,
I'expression des protéines p53 et Bax sont augrasntdors que I'expression de la protéine
Bcl-2 diminue. Nous avons également montré uneechut potentiel transmembranaire
mitochondrial suivie du relargage du cytochromaisi qu’'une activation des caspases-9 et -
3. Ceci démontre l'implication de la voie mitochoiate dans ces cellules. L’induction de
I'apoptose mitochondrialgia p53 a été montré par d’autres auteurs. En 2006, eébaoll.
déterminent la voie mitochondriale comme voie aptigtie induite par p53 sur des cellules
de Jurkat ayant subi un stress thermique. En 200an et coll. montrent que les cellules
leucémique M1 subissant une baisse de tempérgi@sentent une apoptose induite par p53
a travers la voie lysosomale-mitochondriale. Eranehe, nos résultats sont différents pour
les cellules HaCaT. Apres traitement, I'expressies protéines p53, Bax et Bcl-2 ne varie
pas. Une tres faible chute du potentiel mitochaldst mis en évidence avec un relargage du
cytochrome c et une activation des caspases-9.eCe8 phénomenes seraient dus a un
meécanisme ne faisant pas intervenir p53, Bax e@Bcl

Le cytochrome c n’est pas la seule molécule ap@mwgqui est libérée par la
mitochondrie a la suite de la chute du potentiahamembranaire mitochondrial. Sous
l'influence de certains stimuli apoptotiques, 'ABst libérée par la mitochondrie dans le
cytosol, puis elle transloque dans le noyau ddaleslen apoptose et induit les modifications
morphologiques caractéristiques de I'apoptoseedajl’une condensation de la chromatine et
un clivage de I'ADN en fragments de hauts poids éoolaires (Susiret al, 1999a ;
Ravagnaret al, 2002). La sur-expression de Bcl-2 empéche Istrdalition de I'AIF dans
des lignées cellulaires de mammiferes (Sustinal, 1997). L’AIF induit I'apoptose de

maniére indépendante des caspases ; toutefoisdanisene d’action de I'AlF est encore mal
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connu, mais sa liaison a I’ADN pourrait, d’'une pamtrainer un changement conformationnel
de la chromatine, dont la désorganisation abottraies cassures, et d’autre part augmenter
sa sensibilité aux nucléases induisant awisi,un mécanisme indépendant des caspases, la
dégradation partielle de la chromatine. L'interactde I'AlIF avec I’ADN est indispensable a
sa fonction apoptotique (Yet al, 2002).

Nous avons étudié par immunocytochimie la locatisatle I'AIF dans les cellules HaCaT et
M4Beu apres traitement par l'acide ursolique. Cat#hniqgue nous permet de montrer que
dans les cellules HaCaT, comme dans les celluleBeM4 I'AlIF est présent dans le
cytoplasme en fonction du temps d’incubation et descentrations croissantes d’acide
ursolique. Toutefois, nous n'avons pas observéasslbcation dans le noyau.

Par Western Blot, nous avons montré une augmentdiol’expression de I'AIF dans les
deux lignées cellulaires étudiées apres 24 et 4Bebede traitement. Mais ces travaux
méritent d'étre approfondis par fractionnement gestéines cellulaires, c’est-a-dire en
séparant les protéines mitochondriales, de celles/tbplasme et du noyau, afin de confirmer
le relargage de I'AIF de la mitochondrie dans l¢éoplasme, puis sa translocation dans le
noyau, apres traitement par lI'acide ursolique. @stid’autant plus intéressant que depuis
2002, le réle de I'AIF est controversé (Arnoattal, 2002 ; Arnoultet al, 2003). En effet,
certains auteurs remettent en cause l'action dé-Ilihkdépendamment de I'activation des
caspases. La libération de I'AIF et sa translocatiers le noyau pourraient étre dues a la
fixation de la protéine t-Bid a la protéine Bax samitochondrie. La protéine Bid est clivée
et donc activée par une caspase de la voie exqursgaspase-8) en protéine t-Bid (Shaape
al., 2004).

Comme t-Bid, d’autres molécules apoptogenes pantaitre étudiées dans notre systéme
cellulaire d’'induction de l'apoptose. En effet, @pravoir étudié Bax, Bcl-2, caspase-9 et
cytchrome c, il serait intéressant d’étudier ausBAF-1, car elle serait inactive dans les
mélanomes métastatiques. Cette inactivation sdrgta une méthylation qui empéche la
formation de I'apoptosome et ainsi I'exécution darlort cellulaire par apoptose (Soengas
al., 2001). La perte d’'activité de APAF-1 serait urdicateur de la transformation des
tumeurs en mélanome (Baleli al, 2004). Nous ne savons pas si APAF-1 est inaztilans

les cellules M4Beu et si I'acide ursolique agitpas sur cette protéine.

Cette étude nous a permis d’étudrewnitro et de comparer les effets biologiques de
I'acide ursolique sur deux lignées de cellulesasgie la peau, I'une cancéreuse (les cellules

M4Beu), l'autre non (les cellules HaCaT). Nous avd@montré I'effet anti-prolifératif de

300



I'acide ursolique sur les deux lignées avec ugp I@entique aux deux temps de traitement
utilisés dans notre étude. Nos résultats sont eard@vec ceux précédemment obtenus par
Es-Saady et coll., en 1996, qui ont montré I'edfei-prolifératif de I'acide ursolique sur deux
lignées cancéreuses (MCF-7 et B16). L'acide umseligduit I'arrét du cycle cellulaire dans
les cellules HaCaT en phase G1 avec une augmentid'expression de la protéine p21.
Cette biomolécule n'a pas le méme effet sur letulesl cancéreuses M4Beu, puisqu'elle
n'‘entraine aucun arrét du cycle cellulaire et aecuariation de l'expression de p2l. En
revanche, le protéine p53 est active et présentaiaau du noyau des cellules traitées,
guelque soit le type cellulaire. Toutefois, dangecétude, p53 pourrait avoir un role différent
en fonction de la lignée. Un pic Sub-G1 apparaindaiere plus importante dans les cellules
M4Beu que pour les cellules HaCaT. Ces premierdteds nous incitent a penser que l'acide
ursolique agit differemment en fonction du typdudalre considéré. Par I'étude de 'activation
de la caspase-3, étape ultime et irréversibleag@tose dans tous les types cellulaires, nous
confirmons un effet plus précoce de cette biomdéédans la lignée M4Beu par rapport a la
lignée HaCaT. En ce qui concerne l'activation dealspase-1, elle n'est pas observée dans les
deux lignées ce qui démontre que l'acide ursoligaatraine pas de nécrose et donc pas de
phénomeénes inflammatoires quel que soit le typelegke étudié.

Nos travaux permettent de mettre en évidence diEsatices dans l'implication des
voies apoptotiques apres traitement par I'acideligte. En effet, nous démontrons une forte
activation de la voie intrinséque mitochondrialengldes cellules M4Beu. La chute du
potentiel transmembranaire mitochondrial est traportante et le ratio Bax/Bcl-2 obtenu
apres traitement est en faveur d'un processusguptatique permettant I'ouverture des pores
mitochondriaux et donc la libération des molécubgsoptogenes comme ['AlIF et le
cytochrome c. Pour les cellules HaCaT, nos résutant differents et ne permettent donc pas
de décrire I'implication de la voie mitochondrialans I'apoptose induite par I'acide ursolique.
En effet, il n’y a pas de chute du potentiel traesrhranaire et le ratio Bax/Bcl-2 n’est pas en
faveur d’'un processus pro-apoptotique ; toutefieigelargage du cytochrome c et de 'AlF
est visible, mais il est sirement du a d’autresvaipoptotiques que celle étudiée
Dans les cellules HaCaT, nous n’avons pas démangé certitude I'implication spécifique
d'une des voies apoptotiques. Nous pourrions aamsilyser la voie, moins connue, du
réticulum endoplasmique (RE). Ce dernier intervidahs la rétention du calcium intra-
cellulaire et le maintien de 'homéostasie calcidgB8ambrook, 1990) et est responsable du
stockage du calcium intra-cellulaire en exces (Blegkyet al, 2003). Le RE est essentiel a la

survie de la cellule et toute perturbation de saction induit un relargage de calcium
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conduisant a I'apoptose (Diaz-Hoga al, 2002). La perte de contréle du RE sur I'équdibr
ionique calcique de la cellule, due a un signalpamique, via p53, pourrait libérer une
importante quantité d’ions calcium dans le cyto§#.taux élevé de calcium intra-cellulaire
est un facteur déclencheur du processus apoptdireekenridgeet al, 2003 ; Hajnoczket
al., 2003). Le calcium libéré pourrait réguler laéliation du cytochrome c (Boehnieg al,
2003) et permettre ainsi I'activation de la caspskans les cellules HaCaT. Le RE séquestre
la caspase-12 qui est localisée spécifiquemeradace cytosolique du RE (Nakagaetaal,
2000a-b). Cette caspase n’intervient pas dans t@es vapoptotiques extrinseques et
intrinseques (Oyadomaeit al, 2002), mais elle est activée lorsque les callglent traitées
avec des agents capables d'induire un stress deoRime la tunicamycine par exemple
(Welihindaet al, 1999). Une augmentation de calcium cytosoliqctéverait la caspase-12
(Yoneda et al, 2001). Cette derniere pourrait activer la casgassans passer par
I’lintermédiaire de la mitochondrie (Morishimet al, 2002). Aussi, la caspase-12 pourrait
activer la caspase-3 qui, par un effet feed-baclrnait activer toutes les autres caspases afin
d’accélérer le processus apoptotique. A ce moniemiplication de la mitochondrie dans
I'apoptose induite par I'acide ursolique sur leButes HaCaT serait possible et entrainerait la
libération de nombreuses molécules. Lauthier ek,ceh 2000, ont montré que l'acide
ursoligue induit I'apoptose calcium dépendantelssicellules Daudi. Ces précédents travaux
dans notre laboratoire nous permettent de pengelé&ude de cette voie serait intéressante.

Notre travail présente pour la premiéere fois unmgaraison des effets de I'acide
ursoligue sur deux types de lignées cellulairegédihtes : I'une cancéreuse, l'autre non.
Nous démontrons une induction de l'apoptose paidéaursolique dans deux lignées
cellulaires de la peau ce qui conforte les travdentollosy et coll. sur les cellules A431, en
2001. En revanche nous montrons que l'acide ursobgune action spécifique en fonction du
type cellulaire. Son action est précoce et plusomamte sur les cellules cancéreuses M4Beu
avec une implication préférentielle de la voieimgéque. Alors que dans les cellules HaCaT,
I'apoptose induite par I'acide ursolique seraitt ptus tardive que dans les cellules M4Beu
avec l'activation de la méme voie apoptotique, stieé emprunterait une voie apoptotique
différente autre que la voie mitochondriale maisgasseraivia la mitochondrie. L’apoptose
tardive pour les cellules HaCaT pourrait peut-&texpliquer par le fait que I'apoptose est
précédée par l'arrét du cycle cellulaire.

Malgré de nombreuses avanceées en ce qui concexmanheers et/ou I'apoptose, le
cancer de la peau est loin d’étre éradiqué maipréaention est encore le meilleur des

traitements.
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Notre travail s'intéresse a l'effet de l'acide ligse, triterpéne pentacyclique
d'origine végétal, sur des cellules de la peauteGablécule est connue pour ses propriétés
inhibitrices de la carcinogénesevitro, et elle est tres utilisée comme principe actiiddes
produits cosmeétiques. Pour autant son rble exactiesumétabolisme des cellules et ses
propriétés apoptotiques sont tres peu étudiéesrmogmt sur les cellules cancéreuses de la
peau.

Nous avons fait évoluer les connaissances surgtape induite par l'acide ursolique
dans des lignées cellulaires de la peau. Dans emier temps, nous avons montré I'effet
anti-prolifératif de cette molécule et dans un demre temps son action au niveau du cycle
cellulaire. Troisiement, nous avons déterminé uetgfro-apoptotique de ce triterpéne et
recherché la voie d’induction du signal apoptotigDans un quatrieme temps, I'implication
de la voie mitochondriale a été déterminée. Enfios avons pu, pour la premiere fois,
comparer les effets de cette molécule sur deudigreellulaires de la peau.

Nos résultats démontrent que l'acide ursolique é¢assdes propriétés pro-
apoptotiques différentes selon le type cellula@ette molécule développe des propriétés pro-
apoptotiques plus marquées sur des cellules deédggmalignes telles que les cellules
M4Beu, issues de mélanome métastasé. Dans cesesellapoptose induite par l'acide
ursoligue passe par l'activation de la voie mitochile intrinseque. Cette molécule entraine
aucun arrét du cycle cellulaire. A l'inverse s ¢ellules non cancéreuses HaCaT, cellules
immortalisées dérivées de kératinocytes, I'actien’dcide ursolique est aujourd’hui encore
mal définie. L'acide ursolique provoque un arrétayale cellulaire dans le but de permettre
aux cellules la réparation de 'ADN endommagé. &rmamnche, la voie apoptotique impliquée
dans cette lignée semblerait différente de cetleite dans les M4Beu.

Notre étude mérite d'étre approfondie concernalgiete cellulaire HaCaT. Afin de
s’assurer que la voie intrinseque mitochondrialergt étre impliquée dans ces cellules mais
plus précocement, une cinétique de traitementlphg® pourrait étre réalisée avec des temps
de traitement inférieurs a 24 heures et compriedt et 48 heures.

Dans le cas des cellules HaCaT, nous nous demamgdomsient les molécules apoptogéenes
sont relarguées par la mitochondrie, puisque néagons montré aucune intervention des
protéines Bax et Bcl-2. Par I'étude de la préseateck protéine Bid tronquée dans les cellules
HaCaT aprés traitement, nous pourrions confirmer mmn l'implication de la voie
extrinseque. Cette protéine, lorsqu'elle est aetper clivage par une caspase qui peut étre la

caspase-8 de la voie extrinseque ou la caspaseiZe m fine la voie mitochondriale et la
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libération des molécules apoptogenes. Nous avan#atit plus décrit une légére activation
de la caspase-8 dans les cellules HaCaT par rappoit14Beu.

Enfin par I'étude de lactivité de la caspase-12ade d’'un couple substrat/inhibiteur

spécifiqgue et l'analyse de la quantité de calciunmaicellulaire dans les cellules HaCaT
traitées, nous vérifierons I'implication du rétiaml endoplasmique (RE) dans I'apoptose
induite par l'acide ursolique. Le RE intervient dda rétention du calcium intra-cellulaire et
le maintien de I'homéostasie calcique. Il est essked la survie de la cellule et toute

perturbation de sa fonction induit un relargagecd&ium conduisant a I'apoptose. Des
travaux de notre laboratoire ont démontré que daairsolique induit I'apoptose dans les
cellules Daudvia une augmentation du calcium intra-cellulaire.

Nous avons démontré que le role de la protéinegub8ours de I'apoptose induite
par I'acide ursolique est différent dans les ceBuHaCaT et M4Beu. Son réle est encore mal
déterminé et mérite d’étre approfondi. Est-elleispdnsable a I'apoptose dépendante de
I'acide ursoligue ? Pour cela, deux expérimentatiolevront étre réalisées : d'une part,
bloquer I'expression de p53 dans nos lignées eitidgart, travailler avec une lignée témoin
p53 déficiente.

Nous ne savons pas non plus comment l'acide ursslagit sur les cellules en
culture. Agit-il via sa fixation a un récepteur a la surface de lauleelte qui transduit un
signal apoptotique intra-cellulaire ? L’acide urgoe péneétre-t-il dans les cellules de maniére
lipophile pour se fixer sur un récepteur intra4glaire ou nucléaire ou directement sur

I’ADN ? L'acide ursolique est-il métabolisé unedalans le cytosol ?

Les travaux concernant les effets de I'acide ugseliévoluent et de nombreuses
eéquipes s’'intéressent a cette biomolécule. Nousorsavaujourd’hui qu’elle est anti-
proliférative et pro-apoptotique, et son actionagespécifigue du type cellulaire. Ces
propriétés s'élargissent et pourraient faire deeamblécule un excellent agent préventif.

De nombreux travaux concernant notamment les candar sein, les cancers
digestifs, pulmonaires, de la prostate, les lympé®rmau encore les mélanomes permettent
maintenant d’affiner la thérapeutique et d'ideatifies profils moléculaires définissants les
risques liés aux cancers. La biologie moléculaiéend aussi a I'étude de I'héte. Ainsi est
mise en évidence la grande diversité des indivithrss leur réponse aux cancérogenes mais
eégalement aux agents anti-cancéreux. Ceci repgesanthamp susceptible de déboucher sur

des applications considérables en matiere de ptiévegt de traitement.
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A

Abs : Absorbance

Ac : Anticorps

Ac-DEVD-AMC : acetyl-[DEVD]-7-amino-4-methylcoumari
Ac-DEVD-CHO : acetyl-[DEVD]-aldéhyde

Ac-IETD-AMC : acetyl-[IETD]-7-amino-4-methylcoumari
Ac-IETD-CHO : acetyl-[IETD]-aldéhyde

Ac-LEHD-AMC : acetyl-[LEHD]-7-amino-4-methylcoumari
Ac-LEHD-CHO : acetyl-[LEHD]-aldéhyde

Ac-YVAD-AMC : acetyl-[YVAD]-7-amino-4-methylcoumari
Ac-YVAD-CHO : acetyl-[YVAD]-aldehyde

ADN : Acide Désoxyribonucléique

ADNCc : 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 tranptian
APAF-1 : « Apoptosis Protein Activating Factor »

Apo2L : « Apo2 Ligand »

APR : « ATL-derived PMA-responsive peptide » ou NOX
ARF : Alternate Reading Frame

ARN : Acide Ribonucléique

ARNt : ARN totaux

ARNmM : ARN messager

ATM-K : « Ataxia TelanglectasidMutated Kinase »

ATP : Adénosine Tri-Phosphate

B

Bad : « Bcl-X/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 lymptyie development »

Bcl-x, : « 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 inev
BT : « Blue Trypan », coloration au bleu trypan

C

C : Cytosine

C-ter : Extrémité d’une protéine portant la fonntaxcide (-COOH)
C. elegans : Caenorhabditis elegans

CAD : « Caspase-Activated Dnase »

CAK : « CDK Activating Kinase »

Calpain : cytosolic calcium-activated neutral cirsteendopeptidase
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, g=bras clong)
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CIAP : « cellular-1AP »

CIP : « CDK Inhibitor Protein » ?
CK Il : « Casein Kinase Il »

CKI : « CDK Inhibitor »

COX-2 : « Cyclooxygénase 2 »
CREB : « CRE-binding protein »
CRE : « CAMP response element »
Cyp D : « Cyclophiline D »

Cyt C : « Cytochrome ¢ »

D

DD : « Death Domain », domaine de mort

DED : « Death Effector Domain », domaine effectd@imort
DEPC : DiEthylPyroCarbonate

DEVD : Asparate-Glutamate-Valine-Aspartate

DFF : « DNA Fragmentation Factor »

Diablo : « direct IAP binding protein with low pl »
DICC50 : Dose infectant & 50% les cellules en caltu
DISC : « Death-Inducing-Signaling-Complex »
D-MEM : « Dulbecco’s modified Eagle’s medium », i@l 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

ApH : gradient de pH

AW : potentiel de membrane

E

EBV : « Epstein-Barr virus », virus Epstein Barr

EDTA : « Ethylenediaminetetraacetic acid », Acitley&ne diamine tétra-acétique
E2F : Facteur de transcription de la protéine ofiiastome

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-(Valinelghine-Aspartate)-FluoroMethylKetone
FLICE : « FADD-like IL-13-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 »

HCI : Hydrochlorure ou Chlorure d’hydrogene

HEPES : acide N-[2-hydroxyéthyl]piperazine-N’-[Zhanhesulfonique]
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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 A@uwOmi

I

IAP : « Inhibitor of Apoptosis Proteins »

ICAD : « Inhibitor of Caspase-Activated DNase »
ICE : « IL-13- Converting Enzyme »

IETD : Isoleucine-Glutamate-Thréonine-Aspartate
IFN : Interféron

I-kB 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 : milliampére

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 : « Hum&mwouble Minute 2 »
ME : Membrane Externe »

MEM Eagle’s : Eagle’s Minimum Essential Medium 2B8nidepes
MGG : May-Griinwalg Giemsa

MI : Membrane Interne »

MMP : « Mitochondrial Membrane Permeability »

MMPs : « Matrice MetalloProteinase »

MTT : 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl #étzolium bromide

N

N-ter : Extrémité d’'une protéine portant la fonatamine (NH2-)
NAD : Nicotinamide Adénine Dinucléotide (forme 0X8&)
NADH : nicotinamide adénine dinucléotide (forme uid)
NDGA : « NorDihydroGuaiarétique Acide »

NES : « Nuclear Export Signal »

NF-kB : « Nuclear Factor-Kappa B », facteur nucléaut »
NLS : « Nuclear Localization Signal »

NM : « Nodular Melanoma »

NOXA : « BH3-only member of the Bcl-2 family »

(@]
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 phospsadite
PCAF : « p300/CBP Associated Factor »

p300/CBP : « CREB Binding Protein »

PCNA : « Proliferating Cell Nuclear Antigen »

PCR : « Polymerisation Chain Reaction », RéactmRdlymérisation en Chaine
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-Polyacrylamikd Electrophoresis»
sSIMP : soluble Intermembrane Mitochondrial Protein

Smac : « Second mitochondria-derived activatoraspase »

SSM : « Superficial Spreading Melanoma »

SVF : Sérum de Veau Feetal

T
T : Thymine

TAE : « Tris-Acétate-EDTA »

Tat : « trans activator of transcription », pro&trans-activatrice

TBP : « Tata Binding Protein-TAFs »

TBS : Tris-Buffered-Salt

Tm : Température de fusion

TFIID : « Transcription Factor Il D »

TFIIH : « Transcription Factor Il H »

TGF : « Transforming Growth Factor »

TNFa : « Tumor Necrosis Factor alpha »

TNF-R : « Tumor Necrosis Factor-Receptor »

TPA : « 12-O-tetradecanoyl-phorbol-13-acetate »

TRADD : « TNF-Receptor Associated Death Domain @irob
TRAF-2 : « TNF-R Associated Factor-2 »

TRAIL : « Tumor necrosis factor-Related Apoptogsisilicing Ligand »
Tris : « Tris-HCI »

TWEAK : « TNF-related weak inducer of apoptosis »

U

UA : « Ursolic Acid » Acide ursolique
URF : Unité Relative de Fluorescence
UV : Ultraviolet
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Y,

VAD : Valine-Alanine-Aspartate

VDAC : « Voltage Dependent Anion Channel »

VHB : Virus de I'Hépatite B

VHC : Virus de I'Hépatite C

VIH-1 : « virus de 'immunodéficience humaine dedyl »

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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