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Abréviations 

ADNc .................................................................. ADN complémentaire 

ARE....................... .................. ........ .............. ...... Site de réponse aux antioxydants 

............................................................................ (antioxydant response element) 

ARN m ................................................................. ARN messager 

BSA..................................................................... sérum albumine bovine 

BSO....................... ................. ............. ................ Buthionine sulfoximine 

CaMK.................................................................. ca1cium/calmoduline protéine kinase 

5mC............................. .................. ...................... 5 méthyl-cytosine 

CRE..................................................................... élément de réponse à l' AMPc 

(cAMP responsive element) 

CBP ..................................................................... Protéine de liaison au CRE 

........................ ............... ..................... ................ (CRE binding protein) 

DEPC ....................... ..................... ...................... diethyl pyrocarbonate 

DNTP .... ........................................ ............... ....... déoxynuc1éotide triphosphate 

DTT...... ... ............................... ...... ..... ....... ... ........ dithiotréitol 

ERK..................................................................... Extracellular-signal regulated kinase 

GCS............................ ......................................... gamma-glutamylcystéine synthétase 

GGT .................................................................... gamma-glutamyltransférase 

GSH....... ................ ........................ ...... ......... ....... glutathion 

GSSG .......... .................................. .............. ........ glutathion disulfide 

GSTP 1................................................................. glutathion S-transférase Pl (gène ou ARNm) 

GSTPI-I.............................................................. glutathion S-transférase PI-I (protéine) 

JNK ..................................................................... Jun-NH2 terminal kinase 

Kb.............. ....... ............................. ................. ..... kilobase 

LAL..................................................................... leucémie aiguë lymphoblastique 

LAM.................................................................... leucémie aiguë myéloblastique 

LLC ....... .................... ............ ............... ............... leucémie lymphoïde chronique 

LMC......... ............. .............................................. leucémie myeloïde chronique 

MAPK ................................................................. protéine kinase activée par les mitogènes 

............................................................................ (mitogen-activated protein kinase) 

MDR..................................................... (multidrug resistance) 

Pb ........................................................................ paire de base 

PKA..................................................................... protéine kinase A 

PKC ..................................................................... protéine kinase C 

PMSF .................................................................. Phényl méthyl sulfonyl fluoride 

ROS .................................................. .. ................. espèces réactives de l'oxygène 

......................................... .. ................................. (reactive oxygen species) 

SAPK .......................... ..... ........ .. . ........................ Stress-activated protein kinase 

SDS .......... .............. ..................... ......... ............... sodium dodecyl sulfate 

SOD..................................................................... superoxyde dismutase 

SRE .......................... .. ......................................... élément de réponse au sérum 
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(serum response element) 

SRF .... ... ...... .................... ... ...... ........ .... ......... .. .... facteur de réponse au sérum 

... .................... ... ............. ......... ................... ...... ... (serum response factor) 

SVF ..................... ....... ................... ........... ... ........ sérum de veau foetal 

TBHQ. .. ... ... .. ...................... ....... ......... ..... .......... .. tert-Butylhydroquinone 

TCF ...... ....... .. .... ............. ... ...... .......... .. ... .. ...... .... . Facteur du complexe ternaire 

.. ........................ ... ...... . .. ... ..... ... ..... ...... .......... ... ... (ternary complex factor) 

TGF~ .................... ... .. .... ....... .. ...... .. ............. ... ..... Facteur de croissance ~ des lymphocytes T 

.... . ...... ... .. .. .............. ........... .... ...... ... ........... ......... (T cell growth factor ~) 

TNF .. .... .... .. ....... ............... ..... .... .. .............. .. ........ Tumor Necrosis Factor 

TPA......... . ............................ . ......... . ..... Phorbol12-Myristate 13-Acetate 

TRE.... . . . .... . . . . .. . . .. ... ... . ... .. .. .. ... .. .. . .. .. .. . . . élément de réponse au TPA 

... .. ... ... ... .. . .. . . ....... ... .. ......... . ......... . . . . . . . . (TPA responsive element) 
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1. INTRODUCTION GENERALE 
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L
a récente publication du séquençage du génome humain a révélé l'existence 

de milliers de nouveaux gènes dont le rôle devra être défini. Par ailleurs, la 

recherche de l'étiologie de diverses pathologies met en cause des gènes 

candidats . Pour identifier la fonction d'un gène ou pour confirmer 

l'implication d'un gène candidat dans une pathologie, un des moyens à la disposition 

des chercheurs consiste à activer ou à réprimer l'expression de ce gène au sein d'un 

organisme vivant ou dans un modèle cellulaire et à observer alors les conséquences 

biologiques de la modification de son expression. L'expression des gènes est contrôlée 

in vivo à différents niveaux (Figure 1 et encadré ci-dessous). Ce contrôle se fait plus 

particulièrement au niveau de l'initiation de la transcription (Figure 2) : 

• Méthylation de l'ADN 

• Transcription (Figure 2) 

(Initiation, élongation, terminaison) 

• Régulations post-transcriptionnelles 

(Polyadénylation, épissage, editing, transport et localisation des ARN messagers) 

• Stabilisation des ARN messagers 

• Traduction 

(Initiation, élongation, terminaison) 

• Modifications post-traductionnelles 

Glycosylation, phosphorylation, ... 
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4. Traduction 

Figure 1 : Mécanismes d'expression d'un gène eucaryote. 

AA 
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+ 
ARNm 

Figure 2 : Mécanisme d'initiation de la transcription. 

(ER = élément de réponse, FT = facteur de transcription, CF = co-facteur, CIT = 
complexe d'initiation de la transcription) 
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• Des systèmes d'induction de l'expression d'un gène ont été développés. Dans les 

systèmes qui utilisent des petites molécules comme l'ecdysone (No et al., 1996) ou 

la rapamycine (Rivera et al., 1996) comme inducteur de l'expression d'un gène, le 

promoteur du gène cible doit être modifié pour devenir sensible à ces activateurs 

exogènes, ce qui empêche d'envisager le développement de ces systèmes chez 

l'homme. 

• Les facteurs de transcription, par contre, constituent un excellent moyen de moduler 

l'activité des gènes sans avoir à intervenir sur la séquence du gène lui-même. Les 

mutations des gènes qui codent pour ces facteurs de transcription sont à l'origine de 

plusieurs pathologies plus ou moins rares, et dont la découverte a permis de 

comprendre certains mécanismes de la régulation des gènes (Tableau 1). 

On peut ainsi envisager que les facteurs de transcription endogènes 

deviennent des cibles thérapeutiques en favorisant la liaison à leur site de 

fixation sur l'ADN, ou en l'empêchant, selon que le facteur de transcription 

ciblé est activateur ou répresseur de la transcription du gène. 

Mais on peut également envisager que des facteurs de transcription 

synthétiques soient introduits dans les cellules pour moduler l'expression 

d'un gène cible, ces facteurs exogènes devenant en quelque sorte des 

médicaments. 

Les facteurs de transcription sont composés le plus souvent en deux unités, l'une étant 

l'effecteur, et l'autre servant à la liaison à l'ADN. De nombreux facteurs de 

transcription des eucaryotes contiennent des domaines de liaison à l'ADN en doigts de 

zinc, chaque domaine pouvant reconnaître une séquence d'ADN de façon très 

spécifique. Plusieurs études montrent qu'il est possible de synthétiser des protéines à 

doigts de zinc qui reconnaissent une séquence cible d'ADN de façon très spécifique, et 
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Facteur de transcription muté 

• Anomalies du récepteur aux androgènes 

• Anomalies du récepteur aux estrogènes 

Maladie(s) identifiée(s) 

Syndromes d'insensibilité aux androgènes 

Cancer du sein masculin 

Maladie de Kennedy 

Cancer de la prostate 

Syndrome d'insensibilité aux estrogènes 

Cancer du sein 

• Anomalies du récepteur aux Syndrome de résistance aux glucocorticoïdes 

glucocorticoïdes 

• Anomalies du récepteur aux hormones Syndrome de résistance aux hormones 

thyroïdiennes thyroïdiennes 

• Anomalies du récepteur à la vitamine D Rachitisme résistant à la vitamine D 

Ostéoporose* 

Cancer de la prostate* 

• Dax- l Hyperplasie congénitale des surrénales liée au 

chromosome X 

• SF-l Défauts de développement des surrénales, des 

gonades et de l'hypothalamus 

• RORa Ataxies cérébelleuses 

Tableau 1 : Quelques exemples de facteurs de transcription appartenant à de la 
superfamille des récepteurs nucléaires et dont des mutations géniques ont été 
identifiées ainsi que les pathologies correspondantes (selon Semenza, 1998). 

* le polymorphisme retrouvé pour le récepteur à la vitamine D constitue un facteur de 

risque de développer une ostéoporose ou un cancer de la prostate, mais n'est pas à 

l'origine de ces pathologies. 
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qu'il est possible de coupler cette protéine de liaison à un peptide effecteur qui bloquera 

ou activera le gène responsable d'une pathologie (Kim et Pabo, 1998; Kang et Kim, 

2000). Ces études ont permis de montrer que l'utilisation de ces protéines à doigts de 

zinc semble donner de meilleurs résultats que ceux obtenus avec des oligonuc1éotides 

antisens, qui actuellement sont utilisés pour réprimer l'expression d'un gène. Avec un 

système d'expression inductible des protéines à doigts de zinc, Kang et Kim (2000) ont 

pu modifier la concentration du facteur de transcription exogène, ce qui a entraîné une 

régulation dose-dépendante de l'expression du gène cible. 

T
outefois, l'utilisation des facteurs de transcription pour réguler l'expression 

d'un gène in vivo n'est encore qu'une séduisante perspective. Cela implique, 

quelle que soit la stratégie envisagée, une parfaite connaissance du rôle des 

facteurs de transcription, leur effet sur les gènes auxquels ils se lient, leur 

mode de régulation. 

Par exemple le facteur de transcription AP-I, qui est composé de protéines des familles 

Jun et Fos, est induit par de très nombreux stimuli et par des « stress cellulaires », 

comme les facteurs de croissance, les cytokines, les neurotransmetteurs ou les radiations 

UV (Karin, 1996; Whitmarsh et Davis, 1996). AP-I a été initialement décrit comme un 

facteur de transcription qui médie l'expression des gènes stimulés par l'ester de phorbol 

12-0-tetradecanoylphorbol-13-acetate ou TPA. Le site de fixation de AP-I, TRE (TPA 

response element), se rencontre dans le promoteur de très nombreux gènes, des gènes de 

réponse immédiate tels que c-jun, des gènes qui codent pour des enzymes de 

détoxication telles que la Glutathion S-transférase PI-I (Xia et al., 1991), la 

NAD(P)H:Quinone oxydoréductase 1 (Li et laiswal, 1992), les gènes codant pour la 

metallothioneine, la collagénase, la stromelysine, des gènes codant pour des cytokines 

telles que le TOF-BI, ou l'Interleukine-2 (Angel et Karin, 1991). AP-I intervient dans la 

régulation de si nombreux gènes, sous l'effet de si nombreux facteurs qu'il semble 
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difficile dans un premier temps d'imaginer intervenir sur ce facteur de transcription sans 

entraîner une multitude d'effets indésirables. Mais la régulation du complexe AP-l lui

même est extrêmement fine et complexe. AP- l a d'abord été identifié comme un 

homodimère des protéines Jun ou comme un hétérodimère des protéines Jun et Fos; 

toutefois de nouvelles protéines capables de se lier aux protéines Jun ou Fos ou à 

d'autres protéines pour former un complexe AP-l, sont régulièrement identifiées 

(Tableau II). Or l'affinité de liaison de AP-l à la séquence ADN cible dépend de la 

composition du complexe AP-l, de même que la capacité à induire la transcription du 

gène sur lequel AP- l est lié dépend également des protéines qui composent AP-l. 

D'autre part, il existe plusieurs moyens de moduler le complexe AP-l; en effet, les 

voies de transduction du signal qui agissent sur AP-l peuvent soit augmenter la quantité 

d'AP-l en favorisant la synthèse de ses composants, soit stimuler directement leur 

activité par phosphorylation. AP- l est en réalité à un carrefour de plusieurs voies de 

signalisation, ce qui explique que selon les signaux extracellulaires, l'effet au niveau de 

la transcription des gènes soit variable. 

Certaines études ont montré que AP-l pourrait être également impliqué dans diverses 

pathologies; ainsi une surexpression du gène c-jos entraîne une transformation maligne 

du tissu osseux, et est impliqué dans la progression des tumeurs de la peau (Whitmarsh 

et Davis, 1996). Les protéines des familles Jun et Fos sont des régulateurs positifs de la 

différenciation des cellules hématopoïétiques, notamment de la différentiation 

myéloïde, et il est possible que des altérations de l'expression ou de la fonction des 

gènes jas et jun puissent jouer un rôle dans le développement des syndromes 

myélodysplasiques et dans leur évolution vers les leucémies (Liebermann et al., 1998). 
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Super famille des composés AP-l 

Famille des protéines Jun 

Famille des protéines Fos 

Famille des protéines Maf 

Famille des protéines NF-E2 

Famille des protéines CRE-BP/ATF 

Constituants 

XBP-l 

v-Jun 

e-jun 

JunB 

JunD 

v-Fos 

e-Fos 

FosB 

Fra-l 

Fra-2 

LRF-l 

v-Maf 

e-Maf 

MafB 

MafF 

MafK 

MafO 

NRL 

NF-E2 p45 

Nrfl 

Nrf2 

ECH 

Cne 

CREB-2 

ATF-3 

CRE-BP 1,2,3 

CRE-Bpa 

ATF-a 

Tableau II: Les constituants de la super famille des protéines de la famille AP-l 
(selon Semenza, 1998). 
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L
a chimiothérapie des cancers est basée sur l'utilisation de divers agents 

cytostatiques et cytotoxiques ayant pour cible les fonctions cellulaires qui 

contrôlent la croissance et la division cellulaire. Les substances 

antitumorales employées en clinique humaine sont des agents toxiques 

d'origine naturelle (alcaloïdes de vinca, taxanes ... ) ou encore des produits de synthèse 

(agents alkylants, antimétabolites .. . ). Les cellules tumorales exposées à de fortes 

concentration de principes actifs développent des phénomènes de résistances qui 

diminuent l'efficacité thérapeutique des drogues utilisées, et qui constituent pour les 

cellules des mécanismes de protections vis-à-vis de ces médicaments. Les différents 

mécanismes de résistance sont les suivants: 

• Un changement dans la structure des membranes avec expression de la P-

glycoprotéine p170 (codée par le gène MDR-l). 

• L'altération de l'expression des cytochromes P-450 conduisant à une modification 

de la clairance du médicament. 

• L'augmentation des processus de détoxification, en particulier celui du système 

glutathion (GSH) impliquant les enzymes y-glutamyltransférase (GGT), glutathion 

S-transférase (GST) et y-glutamylcystéinyl synthétase (GCS). 

• L' acti vation des systèmes de réparations des lésions provoquées par les agents 

alkylants sur l'ADN. 

L
a Glutathion S-transférase Pl-l (GSTPl-l) est surexprimée en cas de 

développement de résistance aux anticancéreux, mais également dans un 

certain nombre de tumeurs, en particulier dans les leucémies. Nous avons 

choisi de limiter notre étude à un type de cancers, les leucémies, étant donné 

que le rôle du système du GSH dans ces cellules est encore peu étudié, que nous avons 

la possibilité de collaborer avec un service d'hématologie clinique pour obtenir des 

échantillons de patients, que de nombreuses lignées cellulaires correspondants aux 
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différentes catégories de leucémies sont disponibles et qu'il existe de nombreuses 

résistances aux agents cytotoxiques utilisés pour traiter ces pathologies. Nous allons 

particulièrement étudier la régulation de la GSTPl - l dans les cellules K562. Ces 

cellules correspondent à une lignée établie à partir de cellules prélevées chez une 

patiente atteinte d'une leucémie myéloïde chronique. Une des thérapeutiques envisagées 

pour traiter les patients atteints de telles maladies est de stimuler les cellules tumorales 

pour qu'elles se différencient vers une lignées sanguine, tout en bloquant leur 

multiplication. Ainsi des résultats ont été obtenus en clinique avec le traitement par 

l'acide rétinoïque (Chomienne et al., 1996). L'intérêt de la lignée K562 est qu'on peut 

la différencier vers la lignée érythroide ou vers la lignée mégacaryocytique selon l'agent 

utilisé (cytosine arabinoside, doxorubicine ou cadavérine dans le premier cas, esters de 

phorbol comme le TPA dans le second). Le phorbol-l2 myristate-13 acétate (ou TPA) 

est un puissant modulateur de l'hématopoïèse, en plus d'être un promoteur de tumeur et 

un activateur de la Protéine kinase C (PKC). Il induit la différenciation des cellules 

leucémiques promyélocytiques HL60 ou mégacaryoblastiques MEGOl, il différencie les 

cellules U937 en monocytes-macrophages, mais il a au contraire un effet inhibiteur sur 

la différenciation de toutes les lignées érythroides (Mignotte et al., 1990; Asiedu et al., 

1997). Cet effet inhibiteur sur la lignée rouge s'accompagne souvent d'une 

augmentation de l'expression des marqueurs de la lignée plaquettaire. Ainsi les cellules 

K562 exposées au TPA se différencient vers la lignée mégacaryocytaire comme le 

prouvent l'acquisition des marqueurs de surface plaquettaire (expression de la 

glycoprotéine de surface lIb/IlIa ou CD4l), la production des mêmes cytokines que les 

mégacaryocytes, l'arrêt du cycle cellulaire ou les changements morphologiques (Racke 

et al., 1997). En même temps l'exposition des cellules K562 au TPA entraîne une 

diminution de la transcription du promoteur de la y-globine et une diminution de la 

stabilité des ARNm de la globine (Solomon et al., 1993). Les voies de transduction qui 

conduisent à la différenciation des cellules K562 sont encore mal connues. Le TPA est 

un activateur de la PKC, et la première hypothèse est que la PKC par une cascade de 

signaux agit sur la différenciation de ces cellules en plaquettes. Nous savons 
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qu'actuellement onze isoformes différentes de la PKC ont été identifiées 

(a, ~, y, 8, (, '11, e , t , Àet ~, chacune codée par un gène différent, mais toutes 

présentant des caractéristiques structurales communes (Rosson et O'Brien, 1995). Il 

semble que la modulation de l'activité des différentes isoformes de la PKC, ainsi que les 

variations de localisation subcellulaire soient à l'origine de la transduction du signal de 

la voie des PKC, en particulier dans le cas de la différenciation des cellules 

hématopoïétiques. Certaines équipes ont étudié les facteurs de transcription mis en jeu 

par le TPA et susceptibles d'intervenir dans la différenciation des cellules. Rosson et 

O'Brien (1998) ont montré, par exemple, que l'augmentation de la liaison du facteur 

AP-I sur sa séquence-cible favorise la différenciation mégacaryocytaire, alors que la 

diminution de son activité permettra plutôt une différenciation érythroïde des cellules 

K562. 

23 



2. OBJECTIFS 
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Le but général de notre travail est de mieux comprendre la régulation de l' expression 

du gène humain codant pour la glutathion S-transférase Pl-l, impliquée dans le 

métabolisme du glutathion, dans la chimiorésistance à certains anticancéreux et dans la 

protection contre le stress oxydant. Nous nous intéresserons en particulier au rôle du 

facteur de transcription AP-I et à la place de la méthylation dans cette régulation. 

Notre hypothèse générale de travail est la suivante: 

Dans le cas des différents modèles cellulaires de leucémies humaines, l'expression 

basale et inductible de la GSTPl-l est-elle due à : 

• des différences de méthylation des îlots CpG du promoteur du gène eUou 

• des interactions différentielles entre ce promoteur et des facteurs de 

transcription de la famille AP-l ? 

Les mécanismes moléculaires à la base de la régulation de l'expression de cette enzyme 

étant peu étudiés dans le cas des leucémies humaines, ce travail s'intéressera plus 

particulièrement à la régulation de l'expression de la GSTPI - I dans cinq lignées 

leucémiques humaines. 

Afin de répondre à notre hypothèse générale, nous nous sommes fixés comme 

objectif de répondre aux questions suivantes: 

• Les cellules leucémiques expriment-elles de façon variable la GSTPl-l ? 

Nous étudierons dans un premier temps les différences d'expression du gène dans les 

différentes lignées par la mise en évidence de l'expression de l' ARN m du gène GSTP 1 

(Northern-blot) et de l'expression de la protéine (Western-blot). Nous étudierons ensuite 

l'activité du promoteur GSTP 1 dans différentes lignées leucémiques humaines par la 

transfection transitoire de différentes constructions associant le promoteur ou des 
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fragments du promoteur à un gène reporter. Cette étape devrait nous permettre de savoir 

si et dans quelle cellule le promoteur est actif et quelles séquences sont impliquées dans 

le contrôle de l'activité du promoteur. 

• Quel effet la méthylation des régions promotrices a-t-il sur l'expression de la 

GSTP 1-1 dans les cellules leucémiques? 

La méthylation est un mécanisme épigénétique de régulation de l'expression des gènes. 

Nous étudierons l'importance de ce phénomène dans le contrôle de l'expression de la 

GSTP1 -1. Par la modification de l'ADN au bisulfite suivie d'un séquençage, nous 

observerons l'état de méthylation du gène GSTP 1 dans les différentes lignées 

leucémiques. Par transfection de constructions associant des fragments méthylés du 

promoteur méthylées à un gène reporter luciférase, nous étudierons l'effet éventuel de la 

méthylation sur l'activité du promoteur du gène GSTP 1. 

• Le promoteur GSTP 1 contrôle-t-il l'expression de l'ARNm qui code pour la 

GSTP 1-1 d'une façon leucémie-spécifique par interaction entre les séquences de 

réponse de l'ADN et des protéines régulatrices? 

Par la technique du retard de migration sur gel, nous étudierons les interactions entre le 

promoteur et des facteurs de transcription de la famille AP-1, probablement 

responsables de l'expression basale du gène. 

• Les activateurs classiques des facteurs de transcription de la famille AP-1 (esters de 

phorbol. H;p z., doxorubicine) modifient-t-ils l'activité promotrice du gène GSTP 1 ? 

Après traitement des lignées leucémiques par le TPA, nous utiliserons la technique du 

retard de migration sur gel pour mettre en évidence un éventuel effet du TP A sur la 

liaison des facteurs de transcription, et les techniques du Northern-blot et du Western

blot pour s'assurer de l'effet des esters de phorbol sur l'expression des ARNm et de la 

protéine GSTP1-1. Après transfection des constructions associant un gène reporter à 

différents fragments du promoteur et traitement des cellules au TP A, nous étudierons 
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l'activité du promoteur dans les différentes lignées leucémiques. De la même façon, 

nous utiliserons différents moyens de produire un stress oxydant pour observer les 

conséquences de ce stress sur la liaison des facteurs de transcription au promoteur 

GSTPl . 
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3. MISE AU POINT BIBLIOGRAPHIQUE 
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Partie 1 : Glutathion et Chimiorésistance 

3.1 Le système du glutathion 

Le glutathion (GSH) est un tri peptide ubiquitaire, qui constitue le thiol le plus 

abondant dans les cellules. Il a pu être montré qu'il joue un rôle central dans la défense 

cellulaire contre le stress oxydant et les xénobiotiques (Chai et al. , 1997). Le maintien 

d'un taux de GSH normal pourrait donc être impliqué dans la résistance à la toxicité de 

divers oxydants, dont les effets peuvent entraîner une mortalité cellulaire rapide ou une 

modification des cascades de transduction du signal. Les défenses cellulaires contre les 

espèces réactives de l'oxygène mettent en jeu des enzymes anti-oxydantes: la 

superoxyde dismutase et la catalase convertissent respectivement 0 2- en H20 2 et H20 2 en 

H20, par exemple. Mais le cycle redox du GSH est également très important puisqu'il 

permet de diminuer les taux des espèces réactives de l'oxygène, ou des produits de la 

peroxydation lipidique en les transformant en alcools lipidiques non toxiques (Brown, 

1994). Pendant ce cycle (Figure 3), le GSH est oxydé en glutathion disulfide (GSSG), 

qui est réduit à son tour en GSH par l'action de la glutathion réductase en présence de 

NADPH (Meister, 1989). Le GSHjoue aussi un rôle dans le transport des acides aminés 

(/shikawa, 1993-1). Mais surtout le GSH est impliqué dans la détoxification des agents 

cytotoxiques, comme la doxorubicine, le cisplatine, le chlorambucil, le 

cyc1ophosphamide, les chloroéthylnitrosourées ou le melphalan, utilisés en 

chimiothérapie anticancéreuse (Schroder et al., 1996). Les anthracyclines, comme la 

doxorubicine, sont réduites en radicaux semi-quinones par la Cytochrome P450 

réductase et les radicaux ainsi formés réagissent avec l'oxygène pour former des anions 

superoxyde 0 2- ' Ce mécanisme serait responsable de la cardiotoxicité des 

anthracyc1ines, par peroxydation des lipides (Wang et al., 1972). En facilitant le 

métabolisme des antinéoplasiques, ou en détoxifiant les radicaux libres générés par ces 

traitements , le GSH pourrait réduire leur cytotoxicité, ainsi que celle des radiations 

ionisantes. Il a ainsi été montré que l'induction de la résistance au cisplatine et aux 
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GSH 

----.. Acide glutamique + cystéinylglycine 

Peptidase l 
Cystéine + 

glycine 

GS-X 

Figure 3 : Le métabolisme du glutathion : 

GSH = glutathion, GGT = gammaglutamyltransférase, GCS = gamma

glutamy1cystéine synthétase, GST = glutathion S-transférase, GS-X = composé 

conjugué au glutathion 
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agents alkylants dans des lignées humaines de tumeurs ovariennes s'accompagne d'une 

augmentation de 2 à 50 fois du taux de GSH par rapport aux mêmes cellules non 

résistantes (Schroder et al., 1996). 

Mais l'efficacité de ces traitements, et en particulier de la doxorubicine, est 

limitée par les résistances qui sont présentes dès le début du traitement ou qui 

apparaissent au cours de l'administration. L'effIux très rapide de la molécule hors des 

cellules est un des mécanismes évoqués pour expliquer cette résistance, mais la 

rétention de la Doxorubicine n'est pas toujours corrélée à sa cytotoxicité, ce qui suggère 

que les mécanismes sont multiples. Le GSH pourrait être impliqué dans cette résistance 

aux anthracyclines en protégeant les cellules contre les radicaux libres produits lors du 

métabolisme. Ainsi des taux élevés de GSH intracellulaire ont été rapportés à une 

résistance intrinsèque aux anthracyclines, tandis que les variations d'activité des 

enzymes de son métabolisme ont été associées à la résistance acquise (Lutzky et al., 

1989). Enfin, diverses études ont montré l'intérêt d'utiliser du GSH exogène pour 

prévenir les dommages cellulaires engendrés par l' ischémie-reperfusion, l' hyperoxie 

hyperbare ou les fibroses pulmonaires idiopathiques, toutes situations pathologiques où 

le stress oxydant semble être un des mécanismes pathologiques (Kowalski et al., 1990 ; 

faunes et Strubelt, 1990; Kugelman et al., 1997). Les enzymes permettant la 

synthèse du GSH, sa conjugaison (y-glutamyltransférase, y-glutamylcystéine 

synthétase, glutathion S -transférases), ou l'élimination des conjugués au 

glutathion, par la pompe GS-X, pourraient également intervenir dans ces 

phénomènes (Ishikawa, 1993-2). 

La y-glutamy1cystéine synthétase (GCS; EC 6.3.2.2) catalyse la première étape 

de la biosynthèse du GSH intracellulaire, c'est-à-dire la synthèse de y-glutamy1cystéine 

à partir de cystéine et de glutamate; après la biodisponibilité en cystéine, c'est l' autre 

étape limitante de cette synthèse. De plus, la GCS subit un rétrocontrôle négatif par le 

GSH. 
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La GCS est composée de deux sous-unités: la grande sous unité de 73 kDa possède 

l'activité catalytique et le site du rétrocontrôle par le GSH; la petite sous unité de 28 

kDa pourrait réguler l'activité cinétique de l'enzyme. 

La y-glutamyltransférase (GGT; EC 2.3.2.2) catalyse le clivage de la liaison 

glutamyl-cystéine du GSH; c'est une enzyme membranaire dont le site actif est dirigé 

vers le milieu extracellulaire. Cette réaction produit de la cystéinylglycine qui peut alors 

être clivée par des dipeptidases en acides aminés, lesquels peuvent pénétrer dans les 

cellules et servir à la synthèse de nova de GSH (lshikawa, 1993-2). La disponibilité en 

cystéine constitue une des étapes limitantes de la synthèse de GSH. La GGT est 

constituée de deux sous-unités; la séquence amino terminale de la grande sous-unité 

contient un domaine hydrophobe qui permet l'ancrage de l'enzyme dans la membrane. 

Le reste de la sous-unité est fortement glycosylé et est associé à la petite sous-unité 

(Meister, 1989). Cette dernière contient le site de fixation de la partie y-glutamyl du 

substrat naturel, le GSH, et améliore l'activité catalytique de l'enzyme. Le GSH 

extracellulaire n'entrerait dans le milieu intracellulaire qu'après métabolisation par la 

GGT. Le GSH serait ainsi métabolisé par cette enzyme pour produire un résidu d'acide 

glutamique et un dipeptide, la cystéinyl-glycine. Ces derniers composés, une fois 

transportés à l'intérieur de la cellule, pourraient servir à la synthèse intracellulaire de 

GSH (Meister, 1995). Le GSH extracellulaire peut suivre d'autres voies pour entrer 

dans la cellule. L ' une de ces voies consiste à transférer la partie y-glutamyl d'une 

molécule de GSH sur une autre molécule de GSH. Le composé formé, le y-glutamyl

GSH peut entrer dans la cellule et servir à la synthèse de 5-oxoproline et d'acides 

aminés grâce à la réaction catalysée par la y-glutamy1cyclotransférase. La GGT serait 

également capable de former de la y-glutamy1cystine dans le milieu extracellulaire par 

transfert du résidu glutamyl d'un GSH extracellulaire sur la cystine. La y

glutamy1cystine peut ensuite pénétrer dans la cellule, puis par action d'une réductase 

former la y-glutamy1cystéine. Cette voie permet d'éviter la synthèse du GSH par la 

GCS. Une étude de Sweiry et al. (1995) montre que la GGT, outre sa capacité à former 
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de la y-glutamy1cystine, peut transporter directement la cystine dans le milieu 

intracellulaire. En effet en inhibant la GGT par l'acivicine, les auteurs ont montré que le 

transport de cystine est considérablement réduit. La GGT pourrait donc apparaître 

comme une pompe à acides aminés. Cette hypothèse est renforcée par les observations 

de Frey et al. (1991) qui laissent supposer que les deux domaines hydrophobes de la 

GGT cérébrale pourraient former un canal transporteur. Pawlak et al. (1988) ont 

localisé la famille multigénique de la GGT humaine sur le chromosome 22. Les travaux 

de Courtay et al. (1994) ont permis de confirmer cette hypothèse et de mettre en 

évidence la présence de 7 gènes, dont 5 sont exprimés de façon tissu-spécifique. Chez 

l'homme un seul gène (le gène 6) code pour le seul ARN messager (ARNm) trouvé à la 

fois dans le pancréas, le foie, le placenta et le rein foetal. 

La glutathion S-transférase Pl-l (GSTP1-l; EC 2.5.1.18) est une protéine 

dimérique (homo- ou hétérodimérique avec des sous-unité de 23 à 28 kDa) appartenant 

à une grande famille d'isoenzymes multifonctionnelles, les GST, qui font partie de la 

classe II des enzymes de détoxification. La réactivité du groupe nucléophile thiol du 

GSH est une voie importante du métabolisme de nombreux xénobiotiques lipophiles et 

de composés endogènes possédant un centre électrophile. La conjugaison peut, suivant 

la nature du substrat électrophile, être non enzymatique ou être catalysée par les GST. 

Ces enzymes, en conjuguant de nombreux xénobiotiques au glutathion, rendent ces 

composés hydrosolubles, et permettent leur détoxification. Mais les GST séquestrent 

également des toxines par une liaison de forte affinité (Schipper et al., 1997). Le rôle 

des GST est donc clairement celui de protéger les cellules contre la cytotoxicité de 

divers composés. Cette superfamille comprend quatre classes d'enzymes cytosoliques 

(A, M, P et T) et une classe d'enzymes microsomales (Tableau III). La distribution des 

isoenzymes de la GST est tissu-spécifique: 
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Nomenclature Classe Lettre grecque pl Localisation 

chromosomique 

A1-1 Alpha E 8,9 6 

Al-2 Alpha 8 8,9 6 

A2-2 Alpha CX, ~,y 8,4 6 

M1a-1a Mu 6,1 1 

M1b-1b Mu 5,5 1 

M3-3 Mu 5 nd 

P1-1 Pi 4,7 11 

T1-1 Thêta e nd nd 

T2-2 Thêta nd nd 

Tableau III : Classification des différentes GST cytosoliques humaines d'après 

Mannervik et al. ( 1992). 
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• les GSTA sont le produit de deux gènes, GSTA 1 et GSTA2, qui sont surtout 

exprimés dans le foie, le rein ou l'intestin grêle, 

• la GSTTI est abondante dans les érythrocytes. Récemment un polymorphisme de 

délétion a été retrouvé pour la OST Tl-l leucocytaire qui explique que l'enzyme 

soit absente chez 25 à 40 % de la population (Schroder et al. 1992). L'absence de la 

OST Tl-l pourrait être associée à l'augmentation de la génotoxicité de certains 

composés (oxyde d'éthylène, dichlorométhane ... ) dans les lymphocytes (Hallier et 

al., 1993). 

• la GSTMl-l est exprimée de façon variable dans les différents tissus humains mais 

on estime que 40 à 50% de la population a un phénotype nul pour cette isoenzyme à 

cause d' un polymorphisme de délétion, et n'exprime donc pas la OSTMl-l (Tew, 

1994). 

• la GSTPl-l, produit du gène GSTP 1, est exprimée comme la OST majoritaire dans 

le poumon, le sein, le gros intestin ou la vessie (Commandeur et al., 1995). Elle 

présente des polymorphismes de la région codante au niveau des codons 105 et 114, 

qui lui confèrent des activités catalytiques différentes (Stanulla et al., 2000). 
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3.2 L'implication de la Glutathion S-transférase P1 dans la cancérogénèse 

3.2.1 Variations d'expression dans les tumeurs 

La surexpression de la GSTP 1-1 est associée au développement tumoral et à la 

carcinogénèse. Mais il n'est pas clairement établi que cette surexpression participe à 

l'apparition des tumeurs ou n'en soit qu'une conséquence biologique. Quelqu'en soit la 

signification, une augmentation de l'expression de la glutathion S -transférase Pl-l a été 

observée dans de nombreux adénocarcinomes et carcinomes des cellules squameuses 

(côlon, estomac, vessie, poumon, ovaire, testicule, rein) (Cookson et al., 1997; 

Henderson et al., 1998). Le plasma de patients atteints de cancer de la vessie contient 

des taux plus élevés de GSTAl-l et de GSTP1-1 que ceux retrouvés chez les sujets 

sains, alors que les patients atteints de cancers rénaux présentent seulement une 

augmentation de GSTP1-1. Certaines équipes suggèrent même que des taux élevés de 

GSTP1-1 pourraient être corrélés à un mauvais pronostic dans le cas de femmes 

atteintes de cancer du sein sans atteinte ganglionnaire (Gilbert et al. 1993). Les sujets 

qui n'expriment pas la GSTM 1-1 ont un risque accru de cancer du poumon, de la vessie 

ou de cancers colorectaux; de même, ceux qui ont un génotype nul pour GSTT 1 

présentent un risque plus élevé de cancers colorectaux, de colites ulcératives et de 

syndromes myélodisplasiques (Helzlouer et al., 1998). Un génotype nul pour la GSTTI 

ou la GSTMI diminue le risque de rechute de la maladie chez des enfants atteints de 

LAL (Stanulla et al., 2000). Ces observations semblent impliquer les GST dans la 

cancérogénèse. Mais Koomiigi et al. (1995) ont montré que la surexpression de la 

GSTP1-1 peut être la conséquence des conditions d'hypoxie provoquées par une 

vascularisation insuffisante des tumeurs . Chez des enfants atteints de leucémie aigüe 

lymphoblastique, l'augmentation de la GSTP1-l, qui est observée dans plus de la moitié 

des cas, est associée à la rechute des patients (Sauerbrey et al., 1994). Le même 

phénomène a été décrit par Inoue et al. (1995) chez des patients atteints de carcinomes 

pulmonaires. Stanulla et al. (2000) ont montré que les enfants atteint de LAL et 
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homozygotes pour la Val 105 ont un risque plus faible de présenter une rechute de leur 

maladie que ceux présentant les autres polymorphismes du gène GSTP 1. Pour des 

patients atteints de leucémie aigüe non lymphoblastique, l'expression de la GSTPl - l est 

corrélée de façon significative à la réponse à la première induction thérapeutique, à la 

durée de la première rémission et à la survie à long terme (Tidefelt et al., 1992). Dans le 

cas de leucémie lymphoïde chronique, la GSTPl-l mais également les isoenzymes A et 

M sont plus élevées que chez les sujets témoins (Schisselbauer et al. , 1990). 

Au contraire de toutes ces données, l'expression de GSTP 1 est complètement abolie 

dans les tumeurs de la prostate, par suite de l'hyperméthylation du gène (Lee et al., 

1994), ce qui indiquerait encore un rôle important de GSTP 1 dans le développement 

tumoral. Une étude chez la souris a tenté de mettre en évidence le rôle exact de la GSTP 

dans la carcinogénèse et la résistance aux xénobiotiques en délétant les gènes codant 

pour cette enzyme (Henderson et al., 1998). Leurs travaux ont permis de montrer que la 

GSTP n'est pas essentielle à la vie, qu'elle n'intervient dans aucune fonction critique de 

l'organisme. Chez les souris à génotype nul pour la GSTP, ils n'ont pas observé de 

variations significatives des taux de GSH, ni des activités de la GCS et de la Glutathion 

synthetase. Par contre, après application cutanée d'un carcinogène puis d'un promoteur 

de tumeur, le TPA, la formation de papillomes est très significativement augmentée 

chez les souris à génotype nul pour la GSTP par rapport aux témoins. Cette étude met 

en évidence qu'une seule enzyme du métabolisme des xénobiotiques peut jouer un 

grand rôle dans la susceptibilité aux carcinogènes, ce qui peut expliquer que les 

variations interindividuelles de l'expression de cette enzyme soient un facteur de risque 

de cancer chez l'homme. 

Les espèces réactives de l'oxygène (ROS) sont impliquées dans la pathogénie de 

plusieurs maladies comme l'athérosclérose, le cancer, la maladie de Parkinson (Jenner, 

1998) ou la maladie d'Alzheimer (Fowler, 1997), et dans les effets secondaires des 

radiations, de la chimiothérapie ou dans le vieillissement cellulaire (Morel et Barouki 

1998). Le métabolisme des ROS dans les cellules tumorales est encore assez mal connu; 

il semble que des quantités importantes de radicaux libres ou de peroxyde d'hydrogène 
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soient produites par diverses cellules tumorales, comme les cellules de mélanome, les 

cellules de carcinome du côlon, les cellules de neuroblastomes ou de cancer de l'ovaire, 

en l'absence de toute stimulation (Toyokuni et al., 1995) et ces cellules pourraient avoir 

des systèmes antioxydants modifiés par rapport aux cellules saines. On sait par exemple 

que le stress oxydant est capable d'activer la GSTPl-l (Xia et al., 1996; Pinkus et al., 

1996). L'oxygène que nous respirons est réduit en eau par apport d'électrons. Lorsqu'il 

n'est pas réduit totalement, il se forme des espèces oxydantes très réactives, telles le 

peroxyde d'hydrogène (H20 2), le radicale hydroxyle (OHO) et l'anion superoxyde (ot) . 

Ces espèces (ROS) peuvent oxyder l'ADN, les lipides ou les protéines. Les cellules 

produisent continuellement et normalement ces dérivés de l'oxygène, d'autant plus que 

certaines cytokines ou facteurs de croissance physiologiques utilisent cette production 

comme signal intracellulaire (Morel et Barouki, 1998). Il n'y a donc stress oxydant que 

lorsque la production de ces espèces est augmentée, ou que les systèmes anti-oxydants, 

en particulier le système glutathion, ne fonctionnent pas. Les facteurs de stress oxydant 

peuvent être des rayonnements UV, une hyperoxie, l'activation du système immunitaire. 

L'induction des enzymes de détoxication de phase 1 par les xénobiotiques, certaines 

qui nones (endogènes ou exogènes comme la doxorubicine), les molécules à cation 

métallique (Fe, Cu) activent également le métabolisme oxydant et la production 

d'espèces réactives de l'oxygène. Mais les radicaux libres ne provoquent pas seulement 

des dégâts cellulaires, ils induisent des gènes qui sont protecteurs, comme l'hème

oxygenase-l (Adderley et Fitzgerald, 1999). Les ROS et le peroxyde d'hydrogène en 

particulier, ont été impliqués directement dans l'activation des gènes c-fos et c-jun (Sen 

et Packer ,1996). 

Les quinones sont des générateurs de H20 2 intracellulaire, qui ont été très largement 

utilisés in vitro pour produire un stress oxydant. Les qui nones sont réduites en leurs 

radicaux semi-quinones par des réductases cellulaires. En présence d'oxygène, les 

radicaux semi-quinones sont oxydés avec formation de radicaux su peroxydes et 

régénération de la quinone initiale. La dismutation des radicaux superoxydes produit du 

H20 2 (Kugelman et al., 1994). Leur toxicité est partiellement limitée par leur 
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conjugaison directe au GSH. Le tert-butylhydroquinone (TBHQ) a été considéré 

d'abord comme un antioxydant car il est moins réactif que d'autres hydroquinones, 

comme la ménadione. C'est un inducteur d'enzymes de détoxification de phase II, et il a 

pu être montré qu'il entraîne une élévation de la concentration intracellulaire de GSH et 

de l'activité de la GCS dans une lignée d'hépatome murin (Liu et al., 1996). 

La doxorubicine, chef de file des anthracyc1ines, est très largement utilisée pour traiter 

des pathologies hématologiques malignes ou des tumeurs solides, malgré sa grande 

cardiotoxicité qui en limite l'utilisation. Elle a été isolée d'un champignon 

microscopique, Streptomyces peucetius. L'activité antitumorale des anthracyc1ines n'est 

pas entièrement élucidée; elles présentent une forte affinité pour l'ADN et s'intercalent 

entre les bases de l'ADN, tandis que leur radical sucre interagit avec les désoxyribose

phosphates de l'ADN (Maniait et al., 1982). Les anthracyclines sont réduites en 

radicaux semi-quinones par la cytochrome P450 réductase et les radicaux ainsi formés 

réagissent avec l'oxygène pour former des anions superoxydes 0 2
-. Ce mécanisme serait 

responsable de la cardiotoxicité des anthracyc1ines, par peroxydation des lipides (Wang 

et al., 1972). Mais l'efficacité de la doxorubicine est limitée par les résistances qui sont 

présentes dès le début du traitement ou qui apparaissent au décours de l'administration. 

L'efflux très rapide de la molécule hors des cellules est un des mécanismes évoqués 

pour expliquer cette résistance, mais la rétention de la doxorubicine n'est pas toujours 

corrélée à sa cytotoxicité, ce qui suggère que les mécanismes sont multiples. Le 

glutathion (GSH) et les enzymes de son métabolisme pourraient être impliqués dans la 

résistance aux anthracyclines en protégeant les cellules contre les radicaux libres 

produits lors du métabolisme. Ainsi des taux élevés de GSH intracellulaire ont été 

rapportés à une résistance intrinsèque aux anthracyclines, tandis que les variations 

d'activité des enzymes de son métabolisme ont été associées à la résistance acquise 

(Lutzky et al., 1989). 
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3.2.2. Rôle dans la résistance aux anticancéreux 

Le GSH, par ses propriétés nucléophiles, réagit avec de nombreux composés 

électrophiles utilisés en chimiothérapie. C'est ainsi que certains agents anticancéreux se 

lient directement au GSH, comme par exemple le cisplatine, le melphalan ou le 

chlorambucil (Gouyette 1994). 

Le cisplatine, qui agit en formant des adduits sur l'ADN, est inactivé sans catalyse 

enzymatique, par conjugaison au GSH. Godwin et al. (1992) ont montré que parmi des 

lignées cellulaires humaines de cancer de l'ovaire, celles qui deviennent résistantes au 

cisplatine présentent une augmentation très importante de la concentration de GSH 

intracellulaire alors que les autres systèmes de résistance (MDR, MRP et topoisomérase 

II) sont inchangés par rapport aux cellules tumorales sensibles au cisplatine. Il semble 

donc que la résistance au cisplatine soit une conséquence de la conjugaison au GSH, 

dont la concentration est augmentée dans certaines cellules cancéreuses, sous l'effet de 

la surexpression des enzymes de son métabolisme. 

Outre le cisplatine, de nombreux médicaments peuvent aussi être inactivés par la 

conjugaison au GSH. Les agents alkylants, comme le melphalan ou le chlorambucil, 

peuvent être également touchés par ce type de résistance. Ahmad et al. (1987) ont mis 

en évidence dans une lignée lymphoïde de souris L1210 résistante au melphalan, une 

augmentation de la concentration intracellulaire de GSH qui s'accompagne d'une 

élévation des ARNm de la GCS et de la GST. Ce résultat permet de conclure que dans 

cette lignée murine, comme dans le cas des cancers ovariens décrit par Godwin et al. 

(1992), l'augmentation du taux de GSH intracellulaire est responsable de la 

chimiorésistance. De même, sur des lignées de carcinome de prostate traitées par le 

melphalan, Mulcahy et al. (1994) ont montré que la chimiorésistance est associée à une 

augmentation de la concentration de GSH. 

Une étude réalisée par Bransom et al. (1995) sur des lymphocytes provenant de malades 

atteints de leucémie lymphoïde chronique, a montré que le traitement simultané par le 

melphalan et le chlorambucil entraîne une chimiorésistance. Toutefois, contrairement 
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aux études précédentes, les auteurs n'ont pas observé d'augmentation de la 

concentration de GSH ni de modification de l'activité GST. Dans ce cas, la 

chimiorésistance serait due à une augmentation des processus de réparation de l'ADN. 

En ce qui concerne les chloroéthyl nitrosourées comme le BCNU, la conjugaison avec 

le GSH demeure leur voie principale d'inactivation (Gouyette, 1994). Ce composé est 

hydrolysé pour produire entre autres, des ions chloroéthyl carbonium, aux propriétés 

alkylantes. Ces derniers étant fortement électrophiles, ils réagissent avec de nombreux 

nuc1éophiles dont le GSH. 

De nombreuses études ont montré que des taux élevés de GST peuvent rendre les 

cellules résistantes aux cytotoxiques utilisés en chimiothérapie (Tableau IV). Les 

mécanismes par lesquels les GST pourraient intervenir dans la résistance aux 

anticancéreux sont l'objet de controverses. Le principal mécanisme suggéré est celui de 

la conjugaison des xénobiotiques au GSH. D'autres possibilités sont évoquées, comme 

la liaison des médicaments et leur efflux hors des cellules (Stanulla et al., 2000). Un 

autre sujet de débat est la part relative des différentes isoenzymes dans ces mécanismes. 

Ainsi la GSTAl-l interviendrait dans la résistance aux agents alkylants (melphalan, 

chlorambucil) tandis que la GSTMl-l permettrait la détoxification des nitrosourées 

(Commandeur et al., 1995), notamment dans certaines lignées de tumeurs pulmonaires 

(Berhane et al., 1993). Dans les cellules humaines de carcinome du col HeLa, la 

chimiorésistance à la doxorubicine, au cisplatine ou au melphalan, est due à la 

GSTMl- l (Hao et al., 1994). Récemment une étude réalisée sur plusieurs lignées 

humaines de cancer du côlon a suggéré que la résistance à la doxorubicine observée 

dans cette pathologie pourrait être liée à une augmentation de l'activité catalytique de la 

GST, mais surtout à l'augmentation de l'expression de la GSTAl- l (Beaumont et al., 

1998). Chez des patients atteints de leucémie lymphoide chronique et qui présentent une 

résistance aux moutardes à l'azote ou au chlorambucil, l'activité GST est plus élevée 

que chez les patients ayant la même leucémie non encore traitée (Tew, 1994; Zhang et 

al., 1998). L'augmentation de la GSTPl - l après chimiothérapie chez des patientes 
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Tableau IV : Modification de l'expression des enzymes du métabolisme du 
glutathion dans des cellules résistantes aux agents chimiothérapeutiques (selon 

O'Brien et Tew, 1996). (+ : augmentation, - : diminution, nd = non déterminé, sm = sans 

modification) 

Agent Lignée cellulaire Activité GST Expression 
d'isoenzymes 

Doxorubicine MCF-7 (cancer du sein) + pi (+) 

MCF-7 (cancer du sein) + pi (+), mu (-) 

FLC (leucémie murine) + alpha (+) 

BCNU 9L2 (gliosarcome de rat) mu (+), pi (-) 

03361 + pi (+) 

Chlorambucil Walker 256 (cancer + alpha (+) 

mammaire de rat) 

CHO (cancer de l'ovaire de + alpha (+) 

hamster) 

Cisplatine CHû (cancer de l'ovaire de + pi(+) 

hamster) 

Cyclophosphamide NOS2 (cancer de l'ovaire + pi (+) 

humain) 

Acide éthacrinique 03361 (mélanome humain) + pi(+) 

Y oshida (sarcome de rat) + nd 

Melphalan HT29 (cancer du colon + pi (+) 

humain) 

MCF-7 (cancer du sein) nd pi (+), mu (+) 

HS-Sultan (cancer myéloide sm pi (+) 

humain) 

03361 (mélanome hulain) + pi (+) 
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atteintes de cancer de l'ovaire est liée à la résistance au cisplatine (Cheng et al., 1997). 

Dans le cas de tumeurs pulmonaires, la surexpression de la GSTPl-l est associée à celle 

de la protéine p170, et s'observe lors de la résistance à la doxorubicine (Volm et al., 

1992). Enfin, Di Simone et al. (1995) ont mis en évidence une augmentation 

significative de l'activité GSTPl-l chez des patients atteints de leucémie lymphoïde 

chronique et traités par des agents alkylants, alors que les activités MDR ou MRP 

demeurent inchangées. Malgré l'apparente corrélation entre la chimiorésistance et 

l'augmentation des isoenzymes de la GST, la transfection de vecteurs d'expression des 

différentes GST dans des cellules tumorales humaines n'a pas permis de rendre ces 

cellules résistantes aux anticancéreux testés (Schipper et al., 1997). Par contre, la 

transfection de l'ADNc codant pour la GSTPl- l dans des cellules murines (Puchalski et 

Fahl, 1990) ou dans des lignées de cellules tumorales de singe ou de hamster (Zhang et 

al., 1998) a entraîné une résistance envers divers agents alkylants, dont la doxorubicine. 

D'un point de vue clinique, certaines équipes de chercheurs ont tenté de synthétiser des 

inhibiteurs des GST qui seraient administrés avec les antinéoplasiques , pour lutter 

contre l'apparition de la chimiorésistance. Ainsi en 1991, 0 'Dwyer et al. ont effectué un 

essai thérapeutique en phase 1 de l'acide éthacrynique. L'inhibition des GST par ce 

composé a conduit à la potentialisation de la cytotoxicité induite par plusieurs agents 

anticancéreux. De plus cet inhibiteur non sélectif ne produit pas d'effets indésirables. Le 

traitement in vitro de cellules A2780 de carcinome ovarien humain par le melphalan 

entraîne le développement d'une résistance croisée melphalan/cisplatine, et les cellules 

devenues résistantes présentent une activité GST et un taux d'ARNm plus élevé que 

dans la lignée initiale. Le traitement des cellules résistantes par l'acide éthacrynique 

renverse le phénotype résistant et restaure l'activité enzymatique. De plus si on traite 

des cellules A2780 sensibles par le melphalan et l'acide éthacrynique de façon 

concomittante, on empêche le développement de la résistance (Caffrey et al. , 1999). 

Une autre étude in vitro a montré qu'en inhibant les GST par des analogues du GSH, 

on pouvait restaurer la sensibilité au chlorambucil de cellules d'adénocarcinome de 
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colon (HT-29), ou encore rendre de nouveau sensibles à la vinblastine des cellules de 

carcinome ovarien (Morgan et al. 1996). 

A la lumière de tous ces résultats, il s'avère que la GSTPl-l joue un rôle très 

important dans la cancérogénèse et dans la résistance aux anticancéreux plus 

particulièrement dans le cas des leucémies humaines. Il semble donc 

particulièrement intéressant d'étudier les mécanismes de régulation de cette 

enzyme. 
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Partie II : Mécanismes de régulation de l'expression de 

la GSTPl-l 

3.3. La méthylation de l'ADN chez les mammifères 

Parmi les nombreux mécanismes dont dispose la cellule pour modifier le taux de 

transcription ou pour transcrire des gènes auparavant silencieux, la méthylation joue un 

rôle important. La méthylation de l'ADN résulte d'une modification covalente 

postréplicative du carbone 5 du résidu de la cytosine (5-meC). La méthylation d'une 

cytosine dans le dinuc1éotide CpG est catalysée par une DNA méthyltransférase. Au 

cours de l'évolution, les dinuc1éotides CpG ont été progressivement éliminés du 

génome des eucaryotes et seulement 5 à 10% des CpG prévisibles sont encore présents. 

Parmi les CpG du génôme des vertébrés, en particulier chez l'homme, environ 70 à 80% 

contiennent des cytosines méthylées, ce qui correspond à une méthylation de 3 à 6% de 

toutes les cytosines du génome (Laird et Jaenish, 1996). Environ 90 % des 5-méthyl 

cytosines se retrouvent au sein de dinuc1éotides CpG, mais également dans les 

séquences de type CpNpG (Clark et al. 1995). Toutefois, des petites régions de l'ADN 

de 0,5 à 5 kb, situées tous les 100 kb en moyenne et appelées ilôts CpG, sont riches en 

CG (60 à 70%), ont un ratio CpG/GpC de l'ordre de 0,6, ne montrent aucune diminution 

de fréquence du dinuc1éotide CpG au cours de l'évolution et sont non méthylées. Ces 

îlots CpG sont retrouvés dans les régions 5' régulatrices des gènes ubiquitaires (Laird et 

Jaenish, 1996). Environ la moitié des gènes de la souris ou de l'homme contiennent des 

ilôts CpG, essentiellement des gènes housekeeping qui sont exprimés dans de nombreux 

tissus. 

Il existe deux voies menant à la méthylation de l'ADN. La méthylation d'un brin 

hémi-méthylé se déroule lors de la réplication de l'ADN pendant laquelle le brin néo

synthétisé est méthylé à l'image du brin maternel afin de maintenir l'empreinte de 

méthylation. La perte de la méthylation peut être due à des erreurs dans cette activité de 

maintien de la méthylation. La deuxième voie consiste en l'acquisition d'une nouvelle 
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empreinte de méthylation qui ne sera réalisée que par une méthylation de novo. Cette 

méthylation est très active lors du développement embryonnaire et permet la 

méthylation de brins d'ADN non méthylés. 

Le rôle de la méthylation commence à être cerné à la fois chez les procaryotes et 

chez les eucaryotes. Chez les procaryotes, la méthylation joue un rôle très important 

dans les mécanismes de défense contre les particules d'ADN étrangères (Wilson et 

Murray, 1991). Chez les eucaryotes, la méthylation jouerait également un rôle de 

protection en rendant silencieux à la fois des éléments transposables et certaines 

particules virales, comme le cytomégalovirus ou le virus d'Epstein-Barr (Barlow, 1993). 

Selon l ' hypothèse la plus couramment acceptée, la méthylation jouerait un rôle 

régulateur dans le contrôle de l'expression des gênes lors du développement 

embryonnaire et lors de la différenciation cellulaire. En plus de ces hypothèses, Bird et 

al. (1995), pensent que la méthylation permettrait de réduire de façon tissu-spécifique la 

transcription de gènes sans utilité biologique (Figure 4). Trois modes d'action ont été 

proposés pour expliquer l'effet de la méthylation de l'ADN. 

• Le premier mécanisme incrimine l'interférence directe dans la liaison des facteurs 

de transcription à leurs sites de fixation sur l'ADN. Ainsi AP-2, CREB, E2F ou NF

KB se lient à des séquences qui contiennent des résidus CpG, et la liaison de ces 

facteurs de transcription à leurs cibles est inhibée par la méthylation de ces régions 

de l'ADN. Le tableau V regroupe les différents facteurs de transcription dont la 

liaison est affectée par la méthylation de la cytosine. De plus, la méthylation peut 

également "créer" de nouveaux sites de fixation de facteurs de transcription. La 

méthylation du site CGAGTCA augmente l'affinité de cette séquence consensus 

pour le facteur AP-I (Tulchinsky et al. 1996). D'autres facteurs de transcription 

comme SpI, au contraire, ne sont pas sensibles à la méthylation de leurs sites de 

reconnaissance. 
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A. Exemple d'un gène ubiquitaire 

B. Exemple d'un gène tissu-spécifique 

Figure 4: Représentation schématique de l'effet de la méthylation sur l'expression 

d'un gène eucaryote. 
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Facteurs de Séquence consensus Références 

transcription 

AP-2 CCGCCGCG Comb & Goodman 1990 

AP-2 CTCCGGGG(CIT)TG Hermann & al. 1989 

Recepteur Ah TTGCGTG Shen & Whitlock 1989 

CREB/ATF TGACGTCA Iguchi & al. 1989 

CREB/ATF CTGCGTCA Becker &al. 1989 

E2F TTTTCGCGC Kovesdi &al. 1987 

EBP-80 ATCTGCGCATATGCC Falzon & Kuff 1991 

Ets CGGAAG Gaston & Fried 1995 

MLTF GGCCACGTGACC Watt & Molloy 1988 

MTF-l TGCGCCG Radtke & al. 1996 

cMyc,cMyn CACGTG Prendergast & al. 1991 

GABP TTCCGGGC y okomori & al. 1995 

NF-KB GGGACTTTCCG Bednarik & al. 1991 

HINF-P CGGTTTTCAATCTGGTCCG Van Wijnen & al. 1992 

MSPF ATGCGNNNNCGCCT List & al. 1994 

Tableau V : Facteurs de transcription dont la liaison est affectée par la 
méthylation de leurs séquences consensus. 

Les régions soulignées sont les di nucléotides CpG méthylables. D'après Zingg et Jones 

(1997). 

48 



• Le deuxième mécanisme correspond à la liaison de répresseurs de la transcription 

sur l ' ADN méthylé. Ainsi MeCP-I et MeCP-2 se lient aux dinuc1éotides CpG 

méthylés quelque soit la séquence environnante et bloquent de cette façon la 

transcription du gène. MeCP-I se lie à l' ADN méthylé sur les 2 brins. Dans les 

cellules déficientes en MeCP-I, on a constaté une diminution de la répression des 

gènes méthylés . MeCP-2 est plus abondante que MeCP-I, et peut se lier à un ADN 

ne contenant qu'une paire de CpG méthylés. MeCP-2, comme la DNA 

méthyltransférase, est essentielle au développement embryonnaire. MeCP-2 est 

composée de deux domaines: un domaine de liaison aux CpG méthylés, et un 

domaine permettant la répression de la transcription, qui est capable d'agir à 

distance du promoteur, ce qui suggère que MeCP-2 interagit avec la machine 

transcriptionnelle ou avec le complexe d'initiation de la transcription. 

• Un dernier mécanisme par lequel la méthylation pourrait empêcher la transcription 

est l'altération de la chromatine. En effet la méthylation ne peut inhiber la 

transcription qu'après l'assemblage de la chromatine. Or les histones Hl sont 

impliquées dans la formation et dans le maintien de la structure de la chromatine. 

Certaines études ont montré que les histones Hl se lient préférentiellement à l'ADN 

méthylé. Les ADN méthylés ne sont plus transcrits et acquièrent une résistance à la 

DNAseI, ce qui est caractéristique de la chromatine inactive. La formation de cette 

forme de chromatine inactive est due à la liaison préférentielle d'histones Hl (Singal 

et Ginder, 1999). 
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3.3.1 Rôle de la méthylation dans la cancérogénèse 

Le rôle de la méthylation dans l'oncogénèse a été envisagé depuis de nombreuses 

années. Diverses études ont montré des aberrations dans l'activité de la DNA 

méthyltransférase des cellules tumorales. Selon Laird et Jaenisch (1994), dans un grand 

nombre de tumeurs, l'hypométhylation est non seulement associée à la transformation 

de la tumeur mais également à sa progression. Il semble par contre que la méthylation 

ne joue aucun rôle pour le passage de l'état bénin à l'état malin. L'hypométhylation est 

très fréquente dans les régions promotrices des proto oncogènes notamment dans les 

leucémies et tumeurs hépatiques. Ainsi, au niveau des protooncogènes c-fos, c-myc, Ha 

et Ki-ras, le taux de méthylation diminue fortement dans les tumeurs hépatiques. Spruck 

et al. (1993) ont montré que l'oncogène Ha-ras est déméthylé dans la lignée leucémique 

humaine K562 dans laquelle ce gène est exprimé. Cependant cette déméthylation ne 

touche que l'extrêmité 5' terminale du gène. De plus, un traitement à la 5-azacytidine du 

gène n'induit pas d'augmentation de l'activité transcriptionnelle de ce dernier. Il semble 

donc que la déméthylation de la zone régulatrice seule puisse suffire à l'expression de 

cet oncogène. 

Plusieurs mécanismes peuvent expliquer le rôle de la méthylation dans l'oncogénèse: 

• On observe un taux élevé de mutation des cytosines au sein des dinuc1éotides CpG. 

En effet, les cytosines non méthylées sont déaminées en uracil, mais cette erreur est 

réparée par une uracil-DNA glycosylase, l'ADN ne devant pas contenir d'uracil. Par 

contre la déamination d'une méthyl-cytosine conduit à une thymine, il s'agit dans ce 

cas d'une mutation ponctuelle de type transition car cette mutation n'est pas réparée. 

La forte probabilité de déamination de la 5-méthyl-Cytosine expliquerait la sous

représentation de cette dernière. Cooper et al. (1990) ont étudié 139 mutations 

ponctuelles à l'origine d'une maladie, dans des cellules germinales. Selon eux, 37% 

de ces mutations sont localisées dans un dinuc1éotide CpG. A partir de leurs 

résultats, ils ont pu déterminer que la 5-mC a un rôle mutagène 46 fois plus 
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important que les autres nucléotides. Un exemple en est la mutation du gène 

supresseur de tumeur p53. Des mutations dans ce gène sont retrouvées dans plus de 

50% des tumeurs solides chez l'homme. Environ 24% des mutations observées sont 

des transitions C-T au sein des dinucléotides CpG. Dans certains cancers, la 

proportion est encore plus importante : ainsi dans le cancer du colon, 46% des 

transitions sont localisées dans un dinucléotide CpG (Singal et Ginder, 1999). 

• Une diminution de la méthylation globale apparaît bien avant le développement de 

la tumeur; on a constaté une réduction du nombre de 5-méthylcytosines dans les 

adénomes et adénocarcinomes du côlon (Feinberg et al., 1988). Des oncogènes 

spécifiques sont également hypométhylés dans des tumeurs humaines, tels que c

fos, c-myc, Ha-ras et Ki-ras dans des hépatocarcinomes ou des leucémies (Laird et 

Jaenisch, 1994). La déméthylation du gène antiapoptotique bcl-2 corrélée à une 

augmentation de l'expression de ce gène est observée dans les leucémies 

lymphoides chroniques B (Singal et Ginder, 1999). 

• Les gènes supresseurs de tumeur sont hyperméthylés. Le gène du rétinoblastome a 

été le premier gène supresseur de tumeur pour lequel on ait mis en évidence une 

hyperméthylation des ilôts CpG en 5' du gène. Or la méthylation in vitro de la 

région promotrice de ce gène bloque l'activation du promoteur (Greger et al.,1994). 

Le même type d'inactivation a été obsevé pour le gène VHL (Von Hippel Lindau) 

dans le cas de carcinomes rénaux (Herman et al., 1994). Une des protéines les plus 

importantes pour la régulation du cycle cellulaire est la protéine p161NK4A inhibitrice 

de la kinase cycline-dépendante; elle arrête le cycle en G 1/S. Cette protéine est 

indispensable pour maintenir la protéine du rétinoblastome Rb dans sa forme active 

non phosphorylée. En cas de non fonctionnement de p161NK4A, on observe une 

dérégulation de la prolifération cellulaire pouvant conduire à une progression 

cancéreuse. Dans presque toutes les tumeurs, le contrôle du cycle cellulaire par cette 

voie est perdu, soit par l'altération de la fonction de p161NK4A, soit par une mutation 

du gène qui code pour la protéine Rb, mais jamais par les deux mécanismes à la fois 

(Baylin et Herman, 2000). La perte d'activité de p161NK4A se produit par délétion, par 
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mutation ponctuelle ou par hyperméthylation. Dans certains types de tumeurs 

comme le cancer du côlon, l'inactivation de pI61NK4A est dûe à l'hyperméthylation du 

promoteur du gène qui code pour cette protéine (Myohanen et al., 1998). Le 

traitement des lignées cellulaires présentant une hyperméthylation de pI61NK4A par la 

5-azacytidine a entraîné une activation de la transcription du gène. L'inactivation 

par hyperméthylation de pI61NK4A a été démontrée dans les cancers du cerveau, du 

sein, du côlon, de la tête et du cou, dans les cancers du poumon non à petites 

cellules et dans les formes graves des lymphomes non-hodgkiniens (Baylin et al., 

1998). La protéine pI5 est un inhibiteur des kinases cycline-dépendantes CDK4 et 

CDK6, intervenant dans le contrôle du cycle cellulaire. L'inactivation de pI5 par la 

méthylation a surtout été observée dans les cancers hématopoïétiques tels que les 

leucémies myéloblastiques ou lymphoblastiques aigües et les lymphomes de Burkitt. 

L'hyperméthylation de pI5 et pI6 a été retrouvée dans le myélome multiple (Singal 

et Ginder, 1999). L'expression du gène qui code pour la protéine E-cadherin est 

également réduite ou supprimée dans les carcinomes mammaires ou hépatiques, et 

dans des lignées cellulaires de cancer du côlon, de l'estomac ou de la prostate (Melki 

et al., 2000). Cette protéine sert au maintien du phénotype épithélial et peut 

supprimer l'invasion par les cellules tumorales et les métastases. Une diminution de 

l'expression du gène E-cad a été corrélée à l'agressivité de la maladie dans les 

cancers du sein ou de la prostate . Les blastes des leucémies aigües 

lymphoblastiques, des leucémies chroniques myéloblastiques ou des leucémies 

aigues myéloblastiques n'expriment pas non plus le gène E-cad. Cette inhibition de 

l'expression de la E-cadherin semble liée à une hyperméthylation bi-allélique du 

gène, au moins dans les leucémies (Melki et al., 2000). 

• L'augmentation de l'activité de la DNA méthyltransférase joue un rôle dans 

l'initiation et la progression des cancers, comme cela a pu être observé dans les 

tumeurs du côlon ou du poumon. Une surexpression de cette activité enzymatique 

est à l'origine de la transformation des cellules NIH-3T3 (Mostoslavsky et Bergman, 

1997). Le taux de DNA méthyltransférase est également augmenté de 4 à 5 fois dans 
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les LAM (Melki et al., 1999). Mais les mécanismes qui entraînent une élévation de 

l'activité DNA méthyltransférase dans les cellules néoplasiques ne sont pas encore 

connus, de même que les mécanismes qui maintiennent une méthylation normale 

dans les cellules saines et une méthylation aberrante dans les cellules cancéreuses 

(Singal et Ginder, 1999). 

Une question se pose de savoir si l'hyperméthylation est un phénomène dû au hasard, 

ou si certains évènements prédisposent à la méthylation aberrante des ilôts CpG. La 

densité de méthylation des gènes les plus méthylés dans les cancers du côlon augmente 

avec l'âge des sujets. Les ilôts CpG des promoteurs de ces gènes sont peu méthylés 

chez les sujets jeunes, mais la méthylation s'accroit au fur et à mesure que le sujet 

vieillit et est maximale dans les cellules devenues cancéreuses. S'il y a une 

prédisposition de certains gènes à devenir hyperméthylés, les DNA méthyltransférases 

3a et 3b pourraient être des facteurs de cette prédisposition, puisqu'il semble qu'elles ne 

servent pas à maintenir la méthylation mais plutôt à faire une méthylation de nova 

(Baylin et Herman, 2000). 

3.3.2 Méthylation des gènes du système du GSH 

Baik et al. (1992) ont étudié la méthylation de la région 5' du gène de la GGT de 

rat. C'est dans cette région que se situent les promoteurs l et II qui sont progressivement 

activés durant l'ontogenèse dans le cas du rein, ou au contraire qui sont tous les deux 

silencieux dans le cas du foie. La méthylation évolue au cours du développement. Lors 

du stade fœtal et chez le nouveau-né, le profil de méthylation de la GGT montre des 

ilôts CpG méthylés de façon assez hétérogènes. Par contre chez l'adulte, ces mêmes 

ilôts sont déméthylés. Cependant, la méthylation n'est certainement pas le seul 

mécanisme qui contrôle l'expression de ces deux promoteurs. En effet, malgré un profil 

de méthylation du promoteur l identique dans les deux organes, seul le promoteur l 

présent dans le rein est exprimé. De plus, un traitement à la 5-azaC, agent déméthylant, 

ne provoque pas l'expression de ces deux promoteurs dans le foie. La méthylation peut 
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donc être à l'origine de la régulation des promoteurs du gène de la GGT, mais ces deux 

promoteurs doivent être également sous le contrôle d'autres facteurs spécifiques. Cette 

hypothèse n'est pas reprise par Oarcia-Oimeno et al. (1995) qui indiquent que la 

méthylation des cytosines dans les promoteurs l et II serait directement responsable de 

l'inactivation de ces derniers. 

La région 5' du gène OSTP 1 composée de 400 nucléotides en amont du site de début de 

la transcription contient 72% de C et de G, ainsi que 41 dinucléotides CpG, et 

notamment un ilôt CpG (Lee et al., 1994;lhaveri et Morrow, 1998, Morrow et al., 

1992). La méthylation de ces éléments pourrait être à l'origine de la diminution de 

l'expression de OSTP 1 dans certains types cellulaires, notamment de lignées humaines 

de cancer du sein. Ainsi Ihaveri et Morrow (1998-1) ont mis en évidence que le gène 

OSTP 1 est hyperméthylé dans les cellules de cancer du sein qui n'expriment pas 

OSTP 1, ou au contraire non méthylé dans les cellules exprimant OSTP 1. D'autre part ils 

ont montré que l'expression de GSTPl-1 peut être relancée par traitement des cellules 

avec un agent déméthylant qui diminue la méthylation du promoteur de GSTP 1. Dans le 

cas de cellules provenant de patients atteints de LAM, le gène OSTP 1 et le gène Rb ont 

été retrouvés essentiellement déméthylés, alors que beaucoup d'autres gènes sont plutôt 

hyperméthylés chez ces patients, comme le gène de la calcitonine, de la E-cadherin, les 

gènes ER et p15 (Melki et al., 1999). Une étude a rapporté que dans la plupart des 

cancers de la prostate, il n'y pas d'expression de la GSTPl-l, ce qui est différent de ce 

qui est généralement observé dans les autres tissus tumoraux, et que dans ces cas-là, les 

séquences régulatrices de GSTP 1 sont hyperméthylées (Lee et al., 1994). Le promoteur 

de OSTP 1 contient un site AP-l non méthylable, deux sites SpI insensibles à la 

méthylation; seul le site NF-KB like pourrait être sensible à la méthylation. Mais il 

paraît peu probable que ce soit par un effet direct sur la fixation des facteurs de 

transcription que la méthylation agisse sur la régulation de la transcription. 
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3.4. La régulation de la transcription du gène de la GSTP1 

3.4.1. Transcription et cancérogénèse 

La pathophysiologie de la carcinogénèse est basée sur l'extension de mutations 

somatiques. Par un mécanisme de sélection clonale, les cellules tumorales accumulent 

les mutations qui leur permettent de proliférer sans subir les divers contrôles 

normalement en place. Ces mutations sont de deux types: soit elles activent des gènes 

promoteurs de la croissance cellulaire qu'on appelle des oncogènes, soit elles inactivent 

des gènes suppresseurs de tumeur qui ont pour fonction de limiter la prolifération des 

cellules. Le plus souvent ces mutations ne se produisent que dans les tumeurs. Dans de 

rares cas de gènes suppresseurs de tumeurs, des mutations germinales peuvent entraîner 

une prédisposition au cancer, comme cela a été décrit pour le gène WT 1 dans le 

syndrôme WAGR (Wang et al., 1992), ou pour les gènes p53 et Rb. Dans leur grande 

majorité, les oncogènes et les gènes suppresseurs de tumeurs ne codent pas pour des 

facteurs de transcription, mais plutôt pour des molécules impliquées dans la 

transduction du signal (récepteurs aux facteurs de croissance), ou pour des kinases qui 

régulent l' acti vité des facteurs de transcription. Toutefois certains facteurs de 

transcription codés par des gènes suppresseurs de tumeur contiennent des mutations 

somatiques ou germinales à l'origine de la cancérisation. Le gène Rb code pour un 

facteur de transcription qui ne se lie pas directement à l'ADN mais se fixe et régule 

l'activité d'autres facteurs de transcription de type E2F. Les mutations ou les délétions 

germinales de Rb (qui prédisposent au rétinoblastome et peuvent être transmises de 

façon autosomale dominante) sont plus rares que les mutations ou délétions somatiques 

de ce gène (qui entraînent un risque multiplié par 500 de sarcome ostéogénique) 

(Williams et al., 1994). Les mutations germinales de p53, qui portent le nom de 

syndrôme de Li-Fraumeni et prédisposent à des tumeurs multiples (Malkin, 1994), sont 

également très rares, alors que les mutations somatiques sont excessivement fréquentes 

(50% des tumeurs analysées contiennent une mutation de p53, d'après Levine et al., 

1991). p53 a la propriété d'activer la transcription de gènes qui codent pour des 
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enzymes impliquées dans la réparation de l'ADN après exposition aux UV ou à des 

carcinogènes chimiques. 

Dans les leucémies et lymphomes, beaucoup de translocations chromosomiques sont 

retrouvées en plus des mutations, et portent souvent sur des gènes codant pour des 

facteurs de transcription. Par exemple dans le lymphome de Burkitt, près de 90% des 

cellules tumorales présentent une translocation t(8; 14)( q24;q32) qui juxtapose le locus 

codant pour les chaînes lourdes d'immunoglobulines à un locus codant pour un facteur 

de transcription en hélice-boucle-hélice, c-myc (Semenza, 1998). 

Ces quelques exemples illustrent l'importance des facteurs de transcription d'un point 

de vue clinique, même si pour l'instant les facteurs de transcription qui régulent 

l'expression de la GSTPl-l n'ont pas été directement mis en cause dans la 

cancérogénèse. 

3.4.2. Etude du promoteur du gène de la GSTP 1 

Morrow et al. (1992) ont étudié la structure du gène GSTP 1 codant pour la 

GSTPl-l. Ils ont ainsi déterminé que le gène comporte 7 exons et 6 introns s'étendant 

sur 2,8 kb. La région promotrice de ce gène laisse apparaître quatre motifs de 

régulation: 

• Une TATA box située 29 pb en amont du point de départ de la transcription 

• 2 séquences SpI 

• 1 séquence TRE 

Un site potentiel de fixation de NF-KB a également été impliqué dans la régulation de 

l'expression de la GSTPl - l (Xia et al., 1996). 

En outre l'extremité 5' (de - 200 à - 1) du gène contient une région riche en C/G (79%). 

Chez le rat, la régulation des GST a été très étudiée. Les sous-unités qui composent les 

différentes classes d' isoenzymes sont codées par des familles de gènes, comme chez 

l'homme, sauf pour la classe Pi pour laquelle, aussi bien chez l'homme que chez le rat, 
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les sous-unités sont codées par un seul gène. Les deux sous-unités qui composent la 

GST Ya chez le rat présentent 86% d'homologie dans la séquence en acides aminés par 

rapport à la GSTP1-1 (Dixon et al., 1989). Pourtant le contrôle de l'expression de la 

GSTP1-1 diffère significativement de celle de son homologue chez le rat. La GST Ya 

n' est pas retrouvée dans les hépatocytes de rat, alors qu'elle est abondante dans les 

prénéoplasies hépatiques ou dans les hépatocarcinomes. La GSTP1-1 est également 

absente des hépatocytes normaux de l'homme, toutefois on ne la retrouve pas dans les 

hépatocarcinomes. Les éléments cis sont retrouvés entre les nucléotides -1600 et -700, 

par rapport au site de début de transcription. Deux sites de fixation AP-1-like en 

tandem ont été identifiés entre les nucléotides -725 et -650, dans le promoteur du gène 

codant pour la GST Ya, où ils constituent un ARE (antioxidant response element). Les 

sites AP-1-like contenus dans le promoteur du gène GST Ya, étudiés individuellement, 

confèrent une activité de base au gène GST Ya plus faible qu'une séquence AP-1 

consensus et ils ne sont pas inductibles par le TPA (Friling et al., 1992). Toutefois les 

deux sites AP-1 imparfaits, à une courte distance l'un de l'autre, agissent de façon 

synergique pour former un ARE qui est inductible par les composés électrophiles et les 

antioxydants. Cette séquence ARE est précédée en 5' d'un site de fixation pour un 

facteur de transcription Ets qui pourrait augmenter l'inductibilité de la liaison aux sites 

de fixation AP-1 . Les produits des gènes ets sont une famille de facteurs de transcription 

qui coopèrent avec d'autres protéines régulatrices pour l' acti vation de la transcription de 

promoteurs de divers gènes cellulaires ou viraux. Ainsi, la protéine Ets interagit de 

façon synergique avec les hétérodimères Fos/Jun qui se lient aux sites AP-1 pour 

augmenter l'induction de la transcription du gène GST Ya par la ~-naphtoflavone 

(Bergelson et Daniel, 1994-1). 

3.4.3. Les facteurs de transcription impliqués dans la régulation de l'expression de 

la GSTPl-l 
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Un certain nombre de sites de fixation potentiels pour des facteurs de transcription ont 

été mis en évidence dans le promoteur du gène GSTP 1, en particulier, deux sites de 

liaison pour Sp-l, un site de liaison pour AP-I et un site NF-KB like (Figure 5). 

AP-l 

AP-I a été initialement décrit comme un facteur de transcription qui permettait 

l'expression de gènes en réponse à la stimulation cellulaire par le TP A (12-0-

tetradecanoylphorbol 13-acetate); on sait maintenant que la liaison de AP-I est induite 

par un grand nombre de stimuli comme les facteurs de croissance, les cytokines, les 

neurotransmetteurs, le peroxyde d'hydrogène, les UV ou le stress cellulaire (Whitmarsh 

et Davis, 1996). AP-I contrôle l'expression de nombreux gènes tels que celui de la 

collagénase, de la stromelysine, du TGF-I ~ ou de plusieurs cytokines. Les complexes 

AP-I peuvent agir comme des régulateurs positifs ou négatifs de la transcription en se 

liant à leurs séquences cibles sur l'ADN ou par des interactions protéines/protéines 

(Lieberman et al., 1998). AP-I est un hétérodimère composé des produits des membres 

des familles de gènes de réponse immédiate, J UN et FOS, ou un homodimère de 

protéines JUN. Les dimères Jun-Jun et Jun-Fos se lient préférentiellement à la séquence 

consensus appelée TRE (élement de réponse au TPA, 5'-TGAC/GTCA-3'), qui présente 

des homologies avec la séquence consensus de type ARE (élément de réponse aux 

antioxydants, 5' -TGACNNNGC-3'). 

La famille des facteurs de transcription AP-I est une famille de protéines régulatrices à 

motif bZIP (basic region leucin zipper), composée d'homodimères et d ' hétérodimères 

de Jun (c-Jun, Jun B, JunD), de Fos (c-Fos, FosB, FraI, Fra2) ou de facteurs activant la 

transcription ATF/CREB (ATF-I, ATF-2, ATF-3, ATF-4, CREB-I et CREB-2). Les 

protéines Jun forment des hétérodimères très stables avec les protéines Fos ou les 
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A. 

KpnI -93 

1 

NF-kB 

- 63 -56 -48 

1 1 1 

AP-l SP-l Spot 

distal proximal 

HindIII 

Promoteur GSTPl Luciférase 

B. 

GCTTCCCCGG CCAGCTGCGC GGCGACTCCG GGGACTCCAG GGCGCCCCTC TGCGGCCGA -145 

GCCCGGGGTG CAGCGGCCGC CGGGGCTGGG GCCGGCGGGA GH:CGCGGGA CCCTCCAGAA -85 

NF-kB 

GAGCGGCCGC CGCCGTGACT CAGCACTGGG GCGGAGCGGG GCGGGACCAC CCTTATAA -25 

AP-1 Sp-1 Sp-1 

CTCGGAGGCC GCGAGGCCTT CGCTGGAGTT TCGCCGCCGC AGTCTTCGCCACCAGTGAG +36 

AGCCGCGGCCCGCTCCCCGG GGATGGGGCT CAGAGCTCCC AGCATGGGGC CAACCCGCAG +106 

CATCAGGCCC GGGCTCCCGG CAGGGCTCCT CGCCCACCTC GAGACCCGGG ACGGGGGCC +166 

Figure 5 A: Structure du promoteur basal du gène de la GSTPI-I avec les 

éléments de réponse AP-I, SpI et NF-KB. B : Séquence nucléotidique de la région 

promotrice du gène de la GSTPI-l. 

La région surlignée est la région étudiée pour les retards sur gel. Les régions en jaune 

correspondent à des motifs de fixation de facteurs protéiques sur l'ADN (Morrow et al., 

1989). 
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protéines ATF, et peuvent également former des homodimères, alors que les membres 

de Fos ne peuvent pas former d'homodimères (Karin et al., 1997). 

L'activation de AP-l est sous le contrôle de mécanismes transcriptionnels, post

transcriptionnels (phosphorylation) et post-traductionnels. La plupart des gènes qui 

codent pour les composants de AP-l sont des « immediate-early » gènes, c'est-à-dire 

des gènes dont la transcription est très rapidement activée en réponse aux stimuli 

extracellulaires, sans que la synthèse de protéines de nova ne soit nécessaire (Figure 6). 

Plusieurs éléments cis interviennent dans l'induction de c-fos: 

• Ainsi un élément CRE permet l'induction de c-fos en réponse aux 

neurotransmetteurs et aux hormones, stimuli qui utilisent l'AMPc ou le Ca2+ comme 

seconds messagers pour activer respectivement la Protéine Kinase A ou la 

Ca2+/calmoduline Kinase (CaMK). 

• Un autre élément localisé dans le promoteur de c-fos est appelé le Serum Response 

Element (SRE). Le Serum Response Factor (SRF), facteur de transcription de 67 

kDa se fixe sur la séquence SRE en réponse à la stimulation par le sérum, les 

facteurs de croissance, les autres cytokines ou le stress cellulaire, ce qui induirait le 

promoteur de c-fos. Pour se fixer sur le site SRE, le SRF doit se lier au Ternary 

Complex Factor (TCF). Les protéines TCF, comme par exemple Elk- l, sont activées 

par phosphorylation par les MAPK (Mitogen-activated protein kinases), en 

particulier par ERK et JNK. 

• Enfin un élément SIE (Sis inducible enhancer) permet l'induction de c-fos par 

fixation des facteurs de transcription STATI et STAT3 en réponse aux facteurs de 

croissance et aux cytokines qui activent les protéines kinases JAK. Cet élément SIE 

agit en coopération avec le SRE pour permettre l'expression de c-fos en réponse à 

divers stimuli comme le sérum, le TPA ou les facteurs de croissance (Whitmarsh et 

Davis, 1996). 

En comparaison le promoteur de c-jun est beaucoup plus simple et la plupart des 

inducteurs de c-jun agissent par l'élément cis TRE. Cet élément est reconnu par les 
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Figure 6: Régulation de l'expression des facteurs protéiques c-Jun et c-Fos. 

Dans le promoteur de c-fos, le SRE lie le facteur de transcription dimérique SRF et les 

facteurs ternaires Elkl ou SAP-l. L'élément TRE situé dans le promoteur de c-jun lie 

préférentiellement les hétérodimères c-JunlATF2. C-Fos et c-Jun forment un 

hétérodimère AP-l qui peut se fixer aux éléments de réponse de différents promoteurs 

de gènes. D'après Whitmarsh et Davis, 1996. 
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hétérodimères c-Jun/ATF2, ATF2 étant constitutivement exprimé dans les cellules. Le 

promoteur de c-jun chez l'homme contient deux éléments distincts TRE-like, appelés 

jun1 et jun2. Ces deux éléments ont été impliqués dans l'activation de c-jun par de 

nombreux stimuli, en particulier par les espèces réactives de l'oxygène (Beiqing et al., 

1996). Très récemment Wang et al.( 1999) ont mis en évidence une synergie entre le site 

AP-l/CRE du promoteur de c-jun et le site de liaison de Smad3-Smad4 situé dans la 

région 5' non traduite de ce promoteur. Après exposition aux stimuli qui activent les 

MAPK impliquées dans la cascade (JNK), c-Jun et ATF2 sont rapidement 

phosphorylés, ce qui conduit à l'induction de c-jun (Karin, 1996; Karin et al., 1997). 

Le site TRE du promoteur de c-Jun est occupé de façon constitutive, ce qui signifie que 

c-Jun et ATF-2 sont phosphorylés directement sur leur site de liaison. Il en est de même 

pour c-Fos, puisque Elk-1 est phosphorylé alors qu'il est lié à l'ADN 

L'activité des composants de AP-1 déjà existants ou néo-synthétisés est modulée par 

leur phosphorylation par les MAPKinases. La phosphorylation de c-Jun au niveau des 

Sérine 63 et 73 localisées dans le domaine effecteur de la protéine, potentialise sa 

capacité à activer la transcription du gène cible, soit sous forme d'homodimère, soit 

sous forme d'hétérodimère. Parmi les MAPKinases, seules les Jun-NH2 terminal 

kinases (JNK) phosphorylent efficacement c-Jun (Karin, 1996). La phosphorylation sur 

la Ser73 permet le recrutement d'une CREB binding protein (CBP) qui connecte le 

domaine phosphorylé activateur de c-Jun à la machine transcriptionnelle (Arias et al., 

1994). La déphosphorylation des résidus Thréonine 231, Sérine 249 (tous deux 

phosphorylés par la caséine kinase II) et Sérine 243 (phosphorylé par une ERK) est 

indispensable à l'activation de Jun. Cette déphosphorylation est assurée par une 

phosphatase activée par la PKC (Dalton et al., 1999). La phosphorylation de la 

Thréonine 232 dans le domaine activateur de c-Fos potentialise l'activité 

transcriptionnelle de c-Fos, mais c'est une nouvelle protéine kinase FRK qui 

phosphoryle c-Fos (Deng et Karin, 1994). 
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Pour mettre en évidence les fonctions biologiques d'AP-l, différentes équipes 

ont étudiées le phénotype de souris dont le gène codant pour un des composants d'AP-l 

a été modifié. Ainsi les souris qui n'expriment pas c-Jun ne sont pas viables et 

présentent des anomalies morphologiques du foie et un œdème généralisé. Celles qui 

n'expriment pas c-Fos survivent avec des défauts de maturation osseuses, des troubles 

de l'hématopoïese et du comportement. Au contraire une surexpression de c-Fos 

entraîne une transformation néoplasique des tissus osseux. Les souris qui n'expriment 

pas ATF-2 ont une forte mortalité post-natale, et présentent des anomalies de 

développement du squelette et du système nerveux central (Whitmarsh et Davis, 1996). 

AP-l permet également de protéger les cellules contre les radiations UV: des 

fibroblastes qui n'expriment pas c-Fos ou c-Jun sont beaucoup plus sensibles aux UV 

(Schreiber et al. , 1995). AP- l joue un grand rôle également dans le contrôle de 

l'homéostasie des cellules sanguines par un effet sur l'apoptose, et dans la régulation du 

développement des progéniteurs hématopoïétiques; les études publiées à ce sujet ont 

mis évidence plusieurs points: les diverses étapes de la différenciation au sein d ' une 

même lignée sanguine sont régulées par différents complexes AP-l, la différenciation 

des progéniteurs vers les différentes lignées se fait par des complexes AP-l différents, et 

enfin il existe une redondance parmi les complexes AP-l pour réguler les cellules 

myéloïdes (Liebermann et al. , 1998). Toutefois, les gènes cibles de ces complexes AP-l 

ne sont pas connus pour chaque effet observé. 
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ATF/CREB 

Les facteurs de transcription de la famille A TF/CREB se lient à la séquence 

TGACGTCA appelée cAMP responsive element (CRE), qui contient une base 

supplémentaire par rapport à la séquence consensus TRE. Tous les facteurs de 

transcription de cette famille se lient à l'ADN sous forme homodimérique, mais ils 

peuvent également former des hétérodimères entre eux ou avec les membres de la 

famille AP-l. Ainsi Dorsey et al. (1994) ont montré que ATF-2 peut se lier à une 

protéine Jun (JunB ou JunD) pour former un complexe se fixant à l'élément AP-l. Il a 

aussi été mis en évidence dans les cellules HeLa que les dimères ATF-l/Fos peuvent se 

lier aux séquences AP-l et CRE, et que ATF- l peut moduler l'activité des complexes 

JunIFos en modifiant leur liaison à l'ADN et leur activité transcriptionnelle (Chatton et 

al., 1994). C'est également par phosphorylation sur les Thréonines 63 et 71 du domaine 

activateur N-terminal, qu'ATF-2 est activé pour stimuler la transcription. ATF-2 est 

phosphorylé par les JNK, comme c-Jun, et par la p38 MAPKinase (Raingeaud et al., 

1995). 

Sp-l 

Sp-l est un facteur de transcription ubiquitaire, qui ad' abord été isolé dans les cellules 

HeLa. Sa fonction reconnue est de se lier à une ou plusieurs GC boxes 5' -GGGCGG-3' 

ou à GT/CACC, présentes dans le promoteur ou l'enhancer de nombreux gènes près du 

site de début de transcription. Ainsi lié à l'ADN, en coopération avec d'autres 

composants du complexe RNA polymérase, il initie la transcription. Sp-l n'est pas le 

seul facteur qui se lie à ces éléments; les autres membres de cette famille contiennent 

également un domaine de liaison à l'ADN très conservé, composé de trois doigts de 

zinc. Lorsque le site de liaison de Sp-l est éloigné du site de début de transcription, Sp

I peut également se comporter comme un activateur de la transcription, 

indépendemment de son rôle dans l'initiation de la transcription, comme cela a été 
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montré dans le cas du gène du récepteur du thromboxane. Toutefois, dans ces 

circonstances, et comme cela a déjà été mis en évidence pour d'autres gènes, Sp-l doit 

interagir avec d'autres facteurs de transcription pour être efficace(D'Angelo et al., 

1996). Dans le promoteur du gène GSTP1, Mofiat et al.(l996-1) ont montré que seul le 

site Sp-l distal était nécessaire pour l'activation de la transcription du gène. Le stress 

oxydant inhibe la liaison de ce facteur de transcription à l'ADN. Ainsi le traitement de 

Sp-l par le peroxyde d'hydrogène lui fait perdre sa capacité à se lier à l'ADN 

(Ammendola et al., 1994). Sp-l est par ailleurs insensible à la méthylation de sa 

séquence ADN cible. 

NF-kB 

Des séquences de liaison NF-KB-like ont aussi été identifiées dans la région promotrice 

des gènes codant pour les OST. Le facteur NF-KB est un membre des protéines 

activatrices de la famille Rel. NF-KB est composé de deux sous-unités, p50 ou NFKB 1 

et p65 ou Re1A, se trouvant dans le cytoplasme à l'état inactif par la liaison à des 

inhibiteurs tels que IKB-~, IKB-a, IKB-y et bcl-3. NF-KB, une fois libéré de son 

inhibiteur, peut alors migrer dans le noyau et selier à des séquences spécifiques sur le 

promoteur de gènes codant pour des protéines d'adhésion, des récepteurs membranaires, 

des cytokines. 

In vivo, NF-KB peut être activé par de nombreux stimuli dont l'inflammation, la réponse 

immunitaire et l'apoptose. La présence d'antioxydants tels que la N-acétylcystéine, la 

pyrrolidine dithiocarbamate, la thiorédoxine, ou les vitamines C ou E, inhibe cette 

activation. Deux voies de mise en jeu de NF-KB ont été décrites dans la littérature. Dans 

la plupart des modèles cellulaires, NF-KB est activé après la dégradation de IKB, lequel 

est phosphorylé préalablement par les IKB kinases au niveau des résidus Sérine 32 et 36 

(Pando et Verma, 2000). La phosphorylation de IKB entraîne son ubiquitination et sa 

dégradation par le protéasome 26S. Imbert et al. (1996) ont réussi à mettre en évidence 

une activation de NF-KB indépendante des IKB kinases, en utilisant un modèle de 
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cellules T Jurkat. Dans ce cas, l'activation se fait par le stress oxydant ou le pervanadate. 

La phosphorylation de IKB -<x sur un résidu Tyrosine active NF-KB mais sans 

dégradation protéolytique de son inhibiteur. 

La séquence consensus de reconnaissance NF-KB est composée d'un motif de 12 bases: 

5' -GGG(A/G)(C/ A/T)CT(C/T)(C/T)CCC-3'. Ainsi on retrouve la séquence, 5'

GGGACCCTCC-3', en position -98 à -89 du gène codant pour la GSTPl-1. 

L'expression de la GSTPl- l peut être induite par le peroxyde d'hydrogène comme 

l'ont montré Xia et al. (1996). Mais la régulation transcriptionnelle de la GSTPl-l ne 

semble pas si simple puisque le site NF-KB fonctionne comme un suppresseur dans le 

promoteur du gène, dans des cellules de tumeur mammaire humaine, les MCF-7 (Moffat 

et al., 1996-2). Il faut noter que les motifs NF-KB et AP-l sont distants de 20 pb 

permettant des interactions entre protéines. 

3.4.4. La famille des facteurs de transcription NF-E2 

Le facteur NF-E2 a été initialement décrit comme un facteur de transcription majeur des 

cellules érythroides, qui se lie à la séquence consensus TGCTGA(C/G)TCA(T/C) 

contenant un élément de réponse au TPA (Kataoka et al., 1996). NF-E2 est un facteur 

hétérodimérique composé d'une grande sous-unité p45 et d'une petite sous-unité p18 

qui contiennent toutes les deux un motif b-Zip. La grande sous-unité appartient à la 

famille des facteurs de transcription CNC (pour cap and collar, identifié d'abord chez la 

drosophile). La petite sous-unité appartient aux protéines de la famille Maf. Chez la 

souris, la sous-unité p45 est spécifiquement exprimée dans les cellules érythroides, les 

mégacaryocytes et les mastocytes, tandis que trois protéines ont été récemment 

identifiées dans les cellules érythroides humaines, Nrfl/TCFII/LCR-Fl, Nrf2 et NF-E2 

(Kobayashi et al.,1999), mais NF-E2 est spécifique des lignées sanguines, tandis que 

Nrfl et Nrf2 sont ubiquitaires. La sous-unité p18 du complexe NF-E2 est constituée par 

un des membres de la famille des petites protéines Maf, MafK, MafF et MafG, que l'on 

retrouve dans des lignées cellulaires hématopoiétiques ou non hématopoiétiques. En 
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l'absence de p45, les petites protéines Maf se lient à des facteurs de type API, et ces 

complexes reconnaissent alors les sites NF-E2 et empêchent l'activation 

transcriptionnelle des gènes contenant un site de fixation NF-E2. Une régulation 

transcriptionnelle positive ou négative peut donc être médiée par les sites NF-E2, en 

fonction des taux relatifs de p45, des protéines Maf, et des facteurs AP-I (ltah et al., 

1995; Kabayashi et al., 1999). Nrfl et Nrf2 sont essentiels à la regulation de 

l'expression du gène de la NADPH-QuinoneOxydoréductase 1 et à son induction par les 

xénobiotiques et les antioxydants, tandis que l'expression de base de ce gène est 

réprimée par la surexpression de c-Fos et de Fra-l (Venugapal and Jaiswal, 1996). Chez 

la souris, les hétérodimères Nrf2/protéines Maf activent l'expression du gène NQOI 

directement par fixation au site API. Nrf2 est essentiel à l'induction des enzymes de 

détoxication de phase II comme la NADPH-quinone oxydoréductase, ou la GST (ltah et 

al., 1997). De nombreux gènes humains (collagénase, metallothionéine, interleukine 2), 

fixent ces facteurs de transcription agissant en trans sur le site AP-I suite à une 

activation par les esters de phorbol (TPA). 
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3.4.5. Les voies de transduction du signal potentiellement impliquées dans 
l'activation du gène de la GSTPl 

Les MAPK (mitogen-activated protein kinases) sont des sérine/thréonine 

protéines kinases qui jouent de très nombreux rôles dans de très nombreux types 

cellulaires. Elles sont elles-mêmes activées par phosphorylation sur les résidus 

thréonine et tyrosine. Il existe trois sous-familles de MAPK chez les mammifères: les 

ERK ou extracellular signal-regulated kinases, les JNKlSAPK ou c-Jun NH2-terminal 

kinase/stress activated protein kinases, et la p38 MAPK. Ces trois familles de protéines 

sont régulées par des voies de transduction différentes et ont des rôles différents 

(Figures 7). 

1. Les ERK (Figure 7) sont activées par des facteurs de croissance, des cytokines ou les 

esters de phorbol et jouent un rôle dans la prolifération et la différenciation cellulaire. 

La stimulation des récepteurs à activité tyrosine-kinases active souvent une cascade 

mettant en jeu une MAPK/extracellular-signal-regulated kinase kinase kinase (ou 

MEKK) qui active à son tour une MAPKIERK kinase (MEK) qui active une 

MAPKIERK (Swan tek et al., 1997). La voie la plus étudiée met en jeu Raf, MEKI ou 

MEK2, puis ERKI ou ERK2, elle est activée en réponse à des facteurs de croissance 

comme l'Epidermal Growth Factor (EGF) ou le Platelet-Derived Growth Factor 

(PDGF) . Il existe plusieurs protéines Raf; ainsi c-Raf-l active les ERK 

préférentiellement par MEKl, B-Raf active MEKI et MEK2, et A-Raf active seulement 

MEKI (Whitmarsh et Davis, 1996). On ne connaît pas la signification physiologique de 

cette activation différentielle des isoformes de MEK, puisqu'aussi bien MEKI que 

MEK2 est capable d'activer ERKI et ERK2. Il y aurait également une possibilité 

d'activer les ERK par la voie de la PKC, mais cette voie est controversée. 

A vant cette cascade il y a mise en jeu de petites protéines G. Les petites protéines G 

telles que ras ou rho, peuvent adopter deux conformations selon la nature du nucléotide 

guanylique auquel elles sont momentanément associées. Ce sont des protéines 
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hétérotrimériques, composées des sous-unités a, ~ et y. Lorsqu'elles sont liées au GDP, 

elles se trouvent sous une forme inactive. Elles peuvent alors interagir avec leurs 

facteurs d'échange, qui en libérant le GDP, favorisent la liaison au GTP et le passage 

vers la conformation active. Ce changement de conformation permet l'interaction 

spécifique avec des protéines dites effectrices qui vont déclencher ou poursuivre la 

cascade d'activation. La libération de G~y entraîne la phosphorylation de Shc et 

l'association de Shc, Grb2 et Sos, ce qui permet l'activation de Ras. Mais G~y peut 

aussi activer directement c-Raf-l, et des voies d'activation de ERK Ras-indépendantes 

mettant en jeu Ga ont également été décrites , notamment dans le cas du récepteur 

muscari nique à l'acétylcholine Ml (Whitmarsh et Davis, 1996). La conformation GTP 

permet aussi l'interaction avec les protéines GAP (GTPAse activating protein) qui vont 

activer l'hydrolyse du GTP et induire le retour à l'état inactif. La superfamille des 

protéines Ras sont des petites protéines G et sont nécessaires à l'activation de ERK par 

H20 2 dans différents types cellulaires, comme les cellules HeLa, Ratl, NIH3T3, PCI2, 

ou les cellules musculaires lisses. Il faut signaler qu 'on a identifié trois isoformes de 

ERK3 et une ERK4 dont la régulation n'est pas encore caractérisée. Une ERK5 activée 

par MEK5 a aussi été mise en évidence, mais elle ferait partie d'une nouvelle voie de 

transduction, distincte de celle des autres ERK (Zhou et al., 1995). 

2. Les JNKlSAPK et p38MAPK (Figure 7) sont activées par double phosphorylation 

sur les résidus thréonine et tyrosine dans les motifs tripeptidiques Thr-Pro-Tyr ou Thr

Gly-Tyr respectivement, en réponse à des stress cellulaires (les radiations ultraviolettes, 

le choc osmotique ou le choc thermique) à des cytokines proinflammatoires comme le 

TNFa ou l'IL-l, ou à l'activation par des récepteurs couplés aux protéines G. Leur 

induction entraîne l'apoptose (Aikawa et al., 1997). La p38, dont il existe plusieurs 

isoformes (a, ~, y et 0), joue un rôle également dans la prolifération, la différentiation et 

la survie de différents types cellulaires. Ces effets très variés s'expliquent par les 

différentes cibles que la p38 peut phosphoryler, ainsi que par l'existence des différentes 

isoformes. La cascade impliquant la p38 consiste en une MEKK non encore identifiée 
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(qui pourrait être TAKl), qui active la MKK6, qui active ensuite les différentes p38 . La 

MKK3 ne peut activer que les p38a, p38y et p388, alors que la MKK4 peut seulement 

activer la p38a (Nebreda et Porras, 2000). L'activation des JNK nécessite la 

phosphorylation de deux résidus (Thr-183 et Tyr-18S) par une JNKkinase, également 

appelée SEKI/MAPK kinase 4 (MKK4). MKK4 est activée par phosphorylation, qui 

peut être produite par différentes kinases, comme la MEK kinase 1 (MEKKl) (Wilhelm 

et al., 1997). Les MEKK qui activent les voies de la p38 et de JNK peuvent être 

régulées par les protéines G Rho, en réponse à l'IL-l et au TNF-a. Ras peut aussi 

activer directement MEKKI. 

Seuls Wilhelm et al. (1997) ont étudiés l'activation des JNK/SAPK par les agents 

alkylants comme le methyl methanesulfonate. Ceux-ci activent également la p38 . Il 

s'avère que l'activation de ces MA PK est complètement inhibée par le traitement des 

cellules par le GSH ou la N-acéty1cystéine, alors que la déplétion du pool intracellulaire 

en GSH par la BSO, inhibiteur de la GCS, entraîne la suractivation des JNK/SAPK et de 

la p38. Toutefois tous les agents alkylants ne sont pas capables d'activer ces MAPK, et 

les agents alkylants utilisés en chimiothérapie anticancéreuse n'ont pas été étudiés. 

Récemment des approches moléculaires et cellulaires ont montré que les espèces 

réactives de l'oxygène (ROS) et les antioxydants pouvaient intervenir directement dans 

la transduction du signal et par voie de conséquence dans le contrôle de l'expression des 

gènes. Ces nouvelles voies de recherche font apparaître le lien entre les ROS en tant que 

signaux intra- ou extracellulaires, et les mécanismes moléculaires des maladies. Chez 

E.Coli, la régulation redox de la transcription passe par deux facteurs, SoxR (sensible à 

0t) et OxyR (sensible à H20 2), qui activent les gènes de défense antioxydantes et ne 

fonctionnent qu'à l'état oxydé (Nunoshiba et al., 1993). Chez la souris, les espèces 

réacti ves de l'oxygène pourraient activer l'expression du gène de la GST Ya par 

l'intermédiaire de la liaison entre le complexe AP-l hétérodimérique Fos/Jun et un 

élément EpRE situé dans la région promotrice du gène et composé de deux séquences 

adjacentes AP-llike (Bergelson et al., 1994). 

70 



Figure 7 : La cascade de transduction. 

Un signal extracellulaire déclenche une cascade de transduction qui est composée de plusieurs étapes: la 

fixation d'un agoniste à son récepteur membranaire active une GTPase qui active à son tour une MEKK; 

celle-ci active une MEK qui elle-même contrôle une MAPK. Cette cascade aboutit à l'activation de 

facteurs de transcription par les MAPK, lesquels vont se fixer sur l'ADN, afin de réguler l'expression de 

divers gènes. 

71 



4. MATERIEL ET METHODES 
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4.1 . Lignées cellulaires 

Matériel 

Nous utilisons plusieurs lignées cellulaires différentes provenant de l'American Type 

Culture Collection (ATCC, Rockville, MD) (Tableau VI) 

• K562, lignée continue établie à partir des cellules d'une leucémie myéloïde 

chronique en phase blastique terminale, prélevées dans le liquide pleural d'une 

patiente de 53 ans (Lozzio et al., 1975). Il s'agit de cellules indifférenciées, capables 

de s'orienter vers l'une des trois lignées circulantes: érythroide, mégacaryocytaire 

ou monocytaire. Les K562 possèdent le chromosome Philadelphie. 

• U937, lignée issue de cellules malignes prélevées dans l'épanchement pleural d'un 

homme de 37 ans atteint d'un lymphome histiocytique diffus. Ces cellules 

expriment de nombreuses caractéristiques des monocytes, comme l'expression du 

récepteur au facteur C3 du complément et peuvent être induites vers la 

différenciation monocytaire. 

• Jurkat, lignée établie à partir des cellules périphériques d'un jeune garçon de 14 ans 

atteint d'une leucémie aigue T. 

• Molt-3, lignée cellulaire provenant de cellules périphériques prélevées chez un jeune 

homme de 19 ans atteint d'une leucémie lymphoblastique T aiguë en rechute. 

• Raji, lignée continue issue de cellules provenant du maxillaire d'un garçon de 11 

ans atteint d ' un lymphome de Burkitt. 

• HEL, lignée provenant de cellules périphériques prélevées chez un homme de 30 

ans atteint d'une érythroleucémie 
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Tableau VI : Lignées cellulaires utilisées pour l'étude de l'expression de la GSTPl-

1 humaine. 

Lignée Type de leucémie Marqueurs de surface Type cellulaire 

JURKAT Leucémie à cellules T CD2+, CD3+, CD4+, cellule souche 

aigue CD5+, CD6+, CD7+, lymphoide 

CD8-, CD13-, CD19-, 

CD34+, TCRalpha/beta+, 

TCRgamma/delta-

K-562 Leucémie myéloïde CD3-, CD13+, CD19-, érythroblaste 

chronique CD34-, CD41(+), CD42+, 

CD45+, CD71+, GlyA(+) 

HEL Erythroleucémie CD3-, CD13+, CD19-, érythroblaste 

CD41+, CD42+, CD71+, 

GlyA+ 

U-937 Lymphome CD3-, CD13(+), CD14-, monoblaste 

histiocytique CD15+, CD19-, CD33+, 

CD34-, CD68+ 

MOLT-3 Leucémie CD2+, CD3(+), CD4+, thymocyte cortical 

lymphoblastique aigue CD5+, CD6+, CD7+, 

CD8+, CD13-, CD19-, 

CD34( +), TCRalpha/beta-

, TCRgamma/delta-

RAJI Lymphome de Burkit CD3-, CDlO+, CD13(+), cellules préB 

CD19+, CD20+, CD37+, intermédiaires 

HLA-DR+, smIgG(+) , 

cyIgG - , smIgM( +), 

cyIgM+, sm/cykappa- , 

smlcylambda-
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Milieux de culture: RPMI 1640 au rouge de pyrogallol contenant du glutamax et 

supplémenté en sérum de veau fœtal 10% (v/v) (GIBCO-BRL, Belgique) 

Antibiotiques et antimycotique: 1 % (v/v) (GIBCO-BRL, Belgique) 

TPA (phorbol-12 Myristate-13 acétate) (Sigma, Belgique): solution stock à 1 mM dans 

le DMSO, conservée au congélateur à -80°e. 

Méthode 

Toutes les cellules sont cultivées dans un milieu liquide RPMI 1640, contenant 2 mg/ml 

de D-Glucose et du Glutamax (Glutamine stabilisée), auquel est ajouté 

extemporanément un mélange d'antibiotiques (Pénicilline 100 U/ml et Streptomycine 

100 Jl.g/ml) et d'antimycotique (amphotéricine B, 25 Jl.g/ml). Les milieux sont 

supplémentés par du sérum de veau foetal à 10%. Les cellules sont incubées dans une 

étuve thermostatée à 37°C, saturée en humidité et équilibrée à 5% de CO2• Les cellules 

sont ensemencées à 50 000 cellules /ml pour les K562 et les U937, à 100 000 cellules 

/ml pour les Raji et les Jurkat, et à 200 000 cellules/ml pour les Molt-3 . Pour le 

repiquage, tous les deux jours, les cellules sont centrifugées, lavées au PBS, puis 

réensemencées à la concentration initiale. 

A vant traitement les cellules sont cultivées 24h dans du milieu contenant 0,1% de SVF. 

Puis les cellules sont traitées par le TPA 100 nM (solution stock à 1 mM dans du 

DMSO) pendant 15, 45, 120, 240 minutes ou 24h. Un témoin est constitué par les 

cellules traitées pendant 240 minutes par le DMSO 0,01 %. 
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4.2. Norlhern-blot 

Matériel 

- Les ARN totaux sont extraits par le réactif TRlzol (GIBCO-BRL, Belgique). 

- Toutes les solutions sont préparées avec de l'eau traitée par le diéthyl-pyrocarbonate 

(DEPC, ICN, Belgique), puis autoclavées. 

Tampon MOPS lOX (pH 7) 

MOPS (acide 4-morpholino propane sulfonique) 0,2 M 

Acétate de Sodium, pH 4 50 mM 

EDTA, pH 8 (acide éthylènediamine tétracétique) 10 mM 

Tampon de migration: 

Tampon MOPS 

Formaldéhyde (Sigma, Belgique) 

Tampon échantillon: 

glycérol 

EDTA 

Bleu de Bromophénol 

SSC 20X: pH ajusté à 7,0 

NaCI 

Citrate de Sodium 

SDS 10% 

Hybridation 

Tampon Denhart's 50X: 

Ficoll 

Polyvinylpyrolidone 

Sérum albumine bovine 

Tampon de préhybridation pour sonde ADN 

Formamide 

SSC 

IX 

2% 

50% 

lmM 

0,5% 

3M 

0,3M 

0,5g/1 

0,5g/1 

0,5g/1 

50% 

6X 
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EDTA 

SDS (sodium dodécyl sulfate) 

ADN de sperme de saumon 

ARNt de levure 

Denhart's 

Préparation des sondes 

5 mM 
0,1% 

200 Ilg/ml (GIBCO-BRL, Belgique) 

100 Ilg/ml (GIBCO-BRL, Belgique) 

5X 

Fragment d'ADN génomique codant pour la GSTP1 humaine de 0,72 kb (American 

Type Culture Collection, Rockville, MD). 

Sonde GAPDH (Clontech, Pays-Bas) correspondant à un fragment de l'ADNc de 1,0 

kb. 

RTS RadPrime DNA Labeling system (GIBCO-BRL, Belgique): ce kit de marquage 

requiert l'utilisation de [a-32P]-dCTP. 

[a-32Pl-dCTP (10 IlCi/I1J) activité spécifique: 3000 Ci/mmol (ICN, Pays-Bas). 

Méthode 

Préparation du gel 

Agarose 

Tampon MOPS lOX 

Formaldéhyde 

Bromure d'éthidium 

Traitement des échantillons 

1 % dans de l'eau DEPC 

20 mM 
2% 

7 Ilg/ml 

La concentration d'ARN des échantillons est mesurée au spectrophotomètre à 260 nm 

(une unité de D.O correspond à 40 Ilg/ml d'ARN). 

10 Ilg d'ARN totaux sont additionnés de: 

MOPS lOX 

Formamide 

Formaldéhyde 

2 III 

10 III 

3,5 III 

20 III 

Le mélange est incubé à 55°C pendant 15 minutes puis additionné de 2 III de tampon 

échantillon. 
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La migration des ARNs dans le gel d'agarose 1 % se fait à 10V/cm pendant 6h ou 

pendant une nuit à 4V/cm. 

Transfert des ARNs 

Après électrophorèse, les ARNs sont transférés sur une membrane de nylon Hybond-N+ 

(Amersham, Pays-Bas) par un flux ascendant de SSC 20X. 

La membrane est alors rincée deux fois dans du SSC 2X, puis séchée au four pendant 1h 

à 80°C. 

Hybridation 

La membrane (10 x 10 cm) est mIse à préhybrider avec 10 ml de tampon de 

préhybridation à 42°C, sous agitation dans un tube pendant 2 à 4h dans un four à 

hybrider (Appligène, Strasbourg). La solution de préhybridation est ensuite remplacée 

par 10 ml de tampon de préhybridation qui contient la sonde radiomarquée. Le tube est 

remis au four pendant une nuit. La membrane est alors lavée de la façon suivante: 

1 fois 5 min. à température ambiante avec SSC 2X, SDS 0,5%, sous agitation 

3 fois 5 min. à température ambiante avec SSC 2X, SDS 0,1% sous agitation. 

3 fois 30 minutes à 65°C avec SSC IX, SDS 0,1 %, sous agitation. 

Rinçage 1 fois avec du SSC 2X. 

Après les lavages, la membrane est mise en contact avec un film d'autoradiographie 

(Kodak, Sigma, Belgique) en présence d'écrans intensifiants. 

Préparation des sondes 

Le kit de marquage RTS Rad Prime utilisé permet un marquage rapide des sondes 

d'ADN. Il contient à l'état lyophilisé le fragment de Klenow de l'ADN polymérase l, 

les deoxyribonucléotides, les amorces composées d'octamères qui vont s'apparier de 

façon aléatoire au fragment d'ADNc de la sonde. 
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50 ng d'ADNc dans un volume de 45 )lI d'eau stérile sont dénaturés par chauffage à 

100°C, puis refroidis dans la glace. Le kit est reconstitué avec l'ADN dénaturé et 5 )lI 

de [a-32P]dCTP à 3000 Ci/mmol (10 /lCi/Il'!) . Le marquage de la sonde se fait pendant 

deux heures au bain-marie à 3rc. Les ADN simples brins s'hybrident de manière 

aléatoire avec les octamères dont les séquences correspondent à toutes celles qui sont 

possibles, et servent d'amorces pour l'ADN polymérase 1. Les brins complémentaires 

d'ADN ainsi synthétisés ont incorporé le dCTP radiomarqué. La sonde radioactive est 

ensuite purifiée sur colonne (QIAGEN) et éluée. 

4.3. Western-blot 

Matériel 

Tampon de lyse des cellules 

Tris-HCl, pH7,5 

NaCl 

Detergent Mix (Pierce) 

Phényl méthyl sulfonyl fluoride 

Aprotinine 

Leupeptine 

O-phénanthroline 

PBS-T : pour 11 de solution 

PBS lOX 

Tween 20 

Tampon d'électrophorèse lOX qsp 1000 ml: 

Tris 

Glycine 

SDS 

Tampon de transfert IX qsp 1000 ml: 

Tris 

Glycine 

Méthanol 

50 mM 

150 mM 

10% 

lmM 

1000 U/ml 

30 )lg/ml 

lmM 

100ml 

lml 

30 g 

144 g 

lOg 

3g 

14,4 g 

50 ml 
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Tampon échantillon dénaturant 2X (conservé en aliquots à -20°C) 

Tris-HCl, pH6,8 

Glycerol 

SDS 

Bleu de Bromophénol 

2-Mercaptoéthanol 

Gel de polyacrylamide de concentration à 4% 

0,125M 

20% (p/v) 

4% (p/v) 

0,005% (p/v) 

5% (p/v) 

Polyacrylamide (mono/bis 37,5 :1) 4% 

Tris-HCl 0,5M, pH6,8 0,125M 

SDS 0,1% 

Persulfate d'ammonium 0,1 % 

TEMED (N,N,N' ,N' ,-tétraméthyl éthylène diamine) 

Gel de polyacrylamide de séparation à 10% 

Polyacrylamide (mono/bis 37,5 : 1) 

Tris-HCl1,5M, pH8,8 

SDS 

Persulfate d'ammonium 

TEMED 

0,05% 

10% 

0,375M 

0,1% 

0,1% 

0,05% 

Kit de détection pour Western-blot ECL+ (Amersham-Pharmacia, Pays-Bas). 

Anticorps dirigé contre la protéine GSTP1 -1 (Clontech, Pays-Bas): anticorps polyc1onal 

de souris . 

Membrane de PVDP (Amersham-Pharmacia, Pays-Bas). 

Méthode 

Cette technique combine l'électrophorèse sur gel à une technique de détection 

immunochimique des protéines. 

106 cellules sont lysées directement dans 1 ml de tampon de lyse des cellules. Après 10 

minutes à température ambiante, le lysat est centrifugé 10 minutes à 12000g à 4°C. La 

concentration protéique des échantillons est déterminée par dosage colorimétrique selon 

la méthode de Bradford (1996). 5 f.!g de protéines totales sont additionnées de tampon 

échantillon dénaturant 2X puis portées à 100°C au bain-marie pendant 5 minutes . 

L'électrophorèse des échantillons est effectuée sous une tension de 70V(concentration) 
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puis sous une tension de 100V dans le gel de polyacrylamide à 10% (séparation). Après 

séparation les protéines sont transférées par électrophorèse sur une membrane de PVDF 

sous une intensité de 200 mA dans le tampon de transfert pendant Ih à 4°C. La 

saturation de la membrane est effectuée dans un tampon PBS-T additionné de 5% de lait 

écrémé Gloria sous agitation pendant 1 heure. La membrane est ensuite incubée pendant 

une nuit à 4°C avec l'anticorps primaire (à une dilution de l/2000e pour l'anticorps anti

GSTPl-l). La membrane est alors lavée dans du PBS-T 3 fois cinq minutes puis 2 fois 

10 minutes. La membrane est incubée pendant Ih à température ambiante avec un 

anticorps secondaire (anti-souris pour la GSTPl - l et dilué à 1/2000e
) couplé à la 

peroxydase de raifort. Après lavage on visualise la position de la protéine d'intérêt par 

le réactif chemilurninescent ECL+ et par exposition sur un film Kodak X-Omat. 
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4.4. Transfection des cellules 

Matériel 

- Plasmide pSV2Luc (Promega, Pays-Bas): ce plasmide exprime le gène de la luciférase 

sous le contrôle d'un promoteur SV40. Ces deux éléments ont été insérés dans le 

polylinker d'un plasmide pGEM3. 

- Plasmide pCMV6 (Clontech, Pays-Bas): il permet l'expression d'un gène qui code 

pour la ~-galactosidase sous le contrôle d'un promoteur CMV. Il sert à standardiser les 

résultats de la transfection du pSV2Luc. 

- pCRIl Topo (Invitrogen, Pays-Bas): ce plasmide sert pour le sous-clonage du produit 

de la PCR permettant d'obtenir le promoteur GSTP 1 à partir d'ADN génomique 

humain. 

- pGL3-Enhancer (Promega, Pays-Bas): ce plasmide sert de base pour la construction du 

vecteur d'expression pGST1128 qui contient le promoteur du gène GSTP 1 humain. 

- Primers GST1 A-C et GST2 (Eurogentec, Belgique): ils servent à amplifier le 

promoteur de GSTP 1 à partir d'ADN génomique humain 

GST1A: 5'-AAAAAGGATCCGGACCCTCCAGAAGAGCGG-3', région -97 à -79 

GST1B : 5'-GGTACCTTTCCTTTCCTCTAAGCG-3', région -405 to -388 

GST1C: 5'-GGTACCTCAACAGAAAGTAGGCAGCA-3', région -1184 à-1165 

GST2: 5'-AAGCTTCGTACTCACTGGTGGCGAAG-3', région +21 à +39 

(numérotation par rapport au site de début de transcription). 

- Kit de transferinfection (Bender Medsystems, Alexis Corp., Suisse) 

- SssI méthylase, Kpnl. HindIII (New England Biolabs, Pays-Bas) 

• Tampon de lyse (Promega, Pays-Bas) pour lyser les cellules en vue de la mesure de 

la luciférase et de la ~-galactosidase. 

- Tampon de mesure pour l'activité ~-galactosidase 
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phosphate de sodium (pH 7.3) 

MgCl2 

2-mercaptoéthanol 

o-nitrophényl-B-D-galactopyranoside 

Méthode 

100 mM 

ImM 

50 mM 

0.665 mg/ml 

Cette technique sert à étudier le rôle régulateur de certaines séquences de gènes dans un 

système cellulaire. Le vecteur d'expression est un hybride contenant un fragment du 

gène à étudier sous-cloné en amont d'un gène reporter et sous le contrôle d'un 

promoteur. 

Construction des vecteurs d'expression 

De l'ADN génomique humain a été extrait des cellules circulantes sanguines prélevées 

chez des donneurs de sang avec des colonnes Qiagen Genomic Tip System, selon les 

recommandations du fabricant. Les cellules sont d'abord lysées par un tampon du 

fabricant qui garde les noyaux intacts, en présence d'eau distillée à 4°C. Après 

centrifugation, les noyaux sont repris par un tampon d'incubation auquel est ajoutée de 

la protéinase K à 20mg/ml. L'incubation se fait à 50°C pendant 30 à 60 minutes, 

pendant laquelle les noyaux sont lysés et certaines protéines dénaturées. La solution est 

ensuite appliquée sur une colonne Qiagen préalablement équilibrée. La colonne est 

lavée trois fois, puis l'ADN est élué avant d'être précipité par l'isopropanol et lavé à 

l'éthanol froid à 70%. 

Des primers GSTIA, GSTIB, GSTIC et GST2 sont utilisés pour amplifier des 

fragments d'ADN de différentes tailles du promoteur minimal du gène GSTP 1 humain, 

selon les séquences déposées à GenBank (Numéro d'accession X08058) par Morrow et 

al. (1990). La PCR a été réalisée sous un volume de 25 p,l selon le schéma suivant: 

95°C pendant 5 min, puis 30 cycles avec dénaturation à 95°C pendant 1 min, annealing 

à 57,5°C pendant 1 min, extension à 72°C pendant 90 sec. Les produits d'amplification 

ont été sous-clonés dans le plasmide pCRIl-Topo appelé pCRIl-GST-97, puis excisés 

par digestion enzymatique par KpnI et HindIIl pour être clonés dans le plasmide pGL3-

Enhancer déphosphorylé et linéarisé par HindIIl et KpnI. Les constructions finales sont 

appelées pGST-97, pGST-396 et pGST-1175 (Figure 9). Le plasmide pGST-1175 a 

83 



ensuite été digéré par KpnI, HindIII et Tth11 1. Le fragment résultant purifié a été cloné 

dans le plasmide linéarisé par KpnI et HindIII. Cette construction est appelée pGST-

516. Le plasmide pGST-396 a été à son tour digéré par SmaI et le fragment résultant a 

été cloné dans le plasmide pGL3-Enhancer linéarisé par SmaI. Cette construction est 

appelée pGST-143. La séquence des différentes constructions a été confirmée par un 

séquençage dans les deux sens. 
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ADN génomique 

Produits de PCR : -97 - 396 -1175 

Plasmides : 

Clonage dans pCRIl Topo 

pCRII-97 pCRII-396 pCRII-1175 

Digestion par Kpnl et HindIlI 
Purification des fragments 

Fragments d'ADN - 97 -396 -1175 

Plasmides 
d'expression: 

Ligation .... 1I(1r------- pGL3Controi 

Digestions par Kpnl et HindIlI 
Déphosphorylation par ClAP 
Purification 

pGST-97 pGST-396 pGST-1175 

Digestion par 
Smal 
Purification 

Digestion par 
Kpnl, HindIlI 
Purification 

Remplissage par 
Klenow 
Purification 

Fragments d'ADN: -143 -516 

Digestion par 
Tthll1 
Purification 

Linéarisation par 
HindlIl, Smal 

pGL3Controi >-
Déphosphorylation 
par ClAP 
Purification 

Ligation 

pGST-143 pGST-516 

Figure 8 : Représentation schématique des différentes étapes de construction des 
plasmides d'expression transfectés dans les différentes lignées cellulaires. 
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Transfections 

La transfection est réalisée par électroporation. La création de pores dans la membrane 

plasmique par un champ électrique permet à l'ADN plasmidique de pénétrer 

passivement dans le cytoplasme. Les conditions de transfection (temps, voltage, 

capacité) pour chaque type cellulaire ont été définies dans des travaux antérieurs au 

laboratoire (Diederich et al., 1994 et 1995). Les transfections des cellules K562, U937, 

Jurkat et Raji ont été réalisées grâce au BioRad Gene Pulser (Biorad Laboratories, 

Nazareth, Belgium). Une co-transfection est réalisée avec un plasmide qui code pour la 

~-galactosidase sous le contrôle d'un promoteur cytomégalovirus (CMV). Cette co

transfection sert à standardiser les résultats obtenus par la transfection du plasmide 

pSV2Luc. 

Pour chaque expérience, 5 x 106 cellules à une concentration de 1.8 x 107 cellules/ml 

sont électroporées avec 20 /-lg de plasmide-reporter et 8 Jlg de plasmide pCMV./3 dans 

les conditions suivantes : 625 V/cm, 500 JlF et 20 msec (K562 et U937), 800 V/cm, 500 

JlF et 20 msec (Jurkat), 775 V/cm, 960 JlF et 40 msec (Raji) dans un volume final de 

300 Jll qui sont ajoutés aux cellules dans la cuvette d' électroporation. Les cellules sont 

ensuite transférées dans du milieu neuf complet, après prélèvement d'un aliquot pour 

l'évaluation du pourcentage de cellules mortes . Après 48h de culture, les cellules sont 

lavées avec du PBS puis lysées dans 300 Jll de tampon de lyse pour la mesure de 

l'activité luciférase et de l'activité ~-galactosidase. L'émission de lumière résultant de 

l'activité luciférase est mesurée dans un luminomètre Turner par intégration du pic 

d'émission de lumière en 15 s à 25°C. L'activité ,B-galactosidase est mesurée avec 50 /-lI 

de lysat cellulaire. Les résultats de chaque transfection sont normalisés par rapport à 

l'activité ~-galactosidase exprimée par le plasmide contrôle pCMV~ cotransfecté. 

Tous les résultats sont exprimés par rapport à l'activité luciferase du plasmide pGL3-

Contrôle, fixée arbitrairement à 100 %. Chaque résultat représente la moyenne ± écart

type de trois expériences indépendantes de transfection. Les essais sont répétés deux 

fois. 

86 



Pour les transfections de constructions des plasmides méthylés, les cellules K562 ont été 

utilisées en phase exponentielle de croissance. 2 x 105 cellules (à 1 x 106 cellules/ml) ont 

été ensuite transfectées par endocytose médiée par la transferrine, selon les instructions 

du fabricant. Les cellules sont traitées pendant une nuit avec la desferrioxamine à 50 

/lM. Le lendemain, 2 /lg de chaque construction du plasmide pSV2Luc et 8 /lg de 

plasmide contrôle pCMV~ sont incubés avec le conjugué Transferrine-Polylysine 

(TPC) pendant 30 minutes à température ambiante. Les cellules sont centrifugées et 

resuspendues dans du milieu complet auquel on a ajouté de la desferrioxamine (50 /lM) 

et de la Chloroquine (0,1 mM). On mélange à volume égal la suspension cellulaire et le 

complexe TPC-plasmide qu'on laisse incuber pendant 4h à 37°C. Après la transfection, 

les cellules sont reprises avec du milieu complet à 37°C. Au bout de 48h, les cellules 

sont récupérées et resuspendues dans 300 /lI de tampon de lyse, pour les mesures des 

activités de la luciférase et de la ~-galactosidase (cf plus haut). 

4.5. Etude de la méthylation 

Matériel 

- Extraction de l'ADN génomique avec des colonnes Qiagen Genomic Tip System 

100/G ou 500/G (Westburg, Pays-Bas) selon les recommandations du fabricant. 

Bisulfite de Sodium (Sigma, Belgique) 

8-Hydroquinone (Sigma, Belgique). 

- Purification de l'ADN modifié par colonnes Qiaex II (Qiagen, Westburg, Pays-Bas). 

L'adsorption des acides nucléiques sur des particules de silice se fait en présence de 

fortes concentrations de sel. L'élution de l'ADN est réalisée avec des tampons à faible 

concentration saline de type Tris. 

- Primers pour la PCR 

GST1' -98 à -82: 5'-GGGATTTTTTAGAAGAG-3' 

GST2 ' +19 à +37: 5'-TACTCACTAATAACRAAAA-3 ' avec R= A ou G. 
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Méthode 

Il a été montré par Frommer et al. (1992) que sur de l'ADN simple brin, le bisulfite de 

sodium dés amine préférentiellement les cytosines en uracyles, et dans une plus faible 

mesure, les 5-méthy1cytosines en thymines. Les auteurs ont donc proposé d'utiliser cette 

différence de réactivité du bisulfite de sodium pour détecter les résidus 5-

methy1cytosine par séquençage. 

La modification de l'ADN des différentes cellules par le bisulfite a été réalisée selon la 

technique décrite par Frommer et al.(1992) et modifiée par Feil et al. (1994). 5 Ilg 

d'ADN génomique de K562, Jurkat ou U937 sous un volume de 50 Ill, ont été dénaturés 

par NaOH (lON) pendant 15 min. à 37°C. La modification par le bisulfite de sodium 5 

M et l'hydroquinone 100 mM a été réalisée pendant 5 cycles de 1 heure, qui consistent 

en 3 min. à 95°C puis 57 min. à 55°C. Pour chaque lignée cellulaire, on a procédé à six 

modifications d'ADN indépendantes. Après double purification de l'ADN modifié sur 

une colonne QiaexIl, le brin sens du promoteur OSTP 1 a été amplifié par PCR en 

utilisant les primers GSTl' et GST2' (qui prennent en compte la conversion des bases 

par la modification au bisulfite). Les PCR ont été réalisées sous un volume de 25 Jll 

selon la séquence suivante: prédénaturation à 95 oC pendant 5 min, dénaturation à 94 oC 

pendant 30 s, annealing à 51°C pendant 1 min, et extension à 72 oC pendant 90 s, 

pendant 30 cycles. Les fragments amplifiés par PCR ont été sous-clonés dans le 

plasmide pCRIl-Topo. Les clones positifs d'au moins trois PCR indépendantes ont été 

séquencés pour déterminer le profil de méthylation en utilisant le T7 sequencing kit. 

Après modification au bisulfite, les Cs correspondants à des cytosines non méthylées 

apparaissent comme des Ts au séquençage, alors que les cytosines méthylées 

apparaissent comme des Cs (Figure 9). 
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Figure 9 : Principe de la technique de modification au bisulfite de sodium 
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4.6 Séquençage 

Matériel 

T7 Sequencing Kit (Amersham Pharmacia). 

ra-33Pl - dCTP (ICN, Pays-Bas). 

Méthode 

Le séquençage est basé sur la technique de Sanger en utilisant le T7 sequencing kit. 

Nous avons utilisé l'amorce T7 en 3' du site de clonage multiple de pCRII-TOPO. 

2 f...lg d'ADN plasmidique ont été dénaturés avec NaOH 0,2 M pendant 10 min à 

température ambiante, puis l'ADN a été précipité à l'éthanol. Sur le culot, on a ajouté 

1,6 pmol d'amorce ainsi que 10 f...ll d ' eau. La solution est dénaturée pendant 3 min au 

bain-marie à 100°C, puis refroidie dans la glace. On ajoute 2 f...ll de tampon 

d'hybridation et le mélange est incubé à 37°C pendant 20 min, puis à température 

ambiante pendant 10 minutes. 

L'enzyme T7 DNA polymérase est diluée de façon à travailler à une concentration de 5 

U/ml. On prépare un mélange qui contient 2 f...ll de l' enzyme diluée, 1,4 f...ll d'eau, 3 f...ll du 

C labelling mix (qui contient les dNTP) et 0,6 f...ll de [a33p] dCTP. 

On ajoute 6 f...ll de cette solution au mélange d'hybridation et l'ensemble est incubé 5 

min à température ambiante. 

On ajoute à 4,5 f...ll de ce mélange réactionnel, 2, 5 f...ll de solution de chasse (ddA TP, 

ddCTP, ddGTP ou ddTTP selon les puits) et l'ensemble est incubé pendant 10 min à 

37°e. La réaction est arrêtée avec 5 f...ll de solution dénaturante (xylène cyanol/bleu de 

bromophénol/formamide ). 

Un gel dénaturant de polyacrylamide à 4% (rapport acrylamide/bisacrylamide = 19/1) 

est coulé et les échantillons sont déposés après avoir été dénaturés 3 min à 80°e. La 

migration se fait pendant 2 h à 2500V et 30 mA. 
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Après migration, le gel est placé dans un bain d'acide acétique 10% pour éliminer l'urée 

puis séché à 80°C au four avant d'être exposé avec un film Kodak X-Omat. 

Methylation des constructions plasmidiques 

Tous les plasmides ont été méthylés par la SssI méthylase (M.SssI) qui méthyle toutes 

les cytosines au sein d'une séquence de reconnaissance double-brin 5'-CG-3'. 10 f.lg de 

plasmide pGST-97 ont été incubés avec 20 unités de M.SssI pendant 4h à 3rc en 

présence de S-adenosylmethionine (Solution stock 160 f.lM), tandis que 10 Jlg du même 

plasmide ont été methylés à blanc en l'absence de S-adenosylmethionine pour servir de 

contrôle. Les plasmides méthylé et méthylé à blanc (même réaction sans S-

adénosylméthionine) ont ensuite été digérés par KpnI/HindIII et religués. 

La méthylation a été étudiée par digestion du plasmide pGST-97 méthylé et méthylé à 

blanc par KpnI/HindIII. Après digestion les fragments du promoteur ont été séparés par 

électrophorèse sur gel d'agarose, purifiés et religués soit dans le plasmide méthylé , soit 

dans le plasmide méthylé à blanc de façon à obtenir des constructions partiellement 

méthylées. 

4.7. Etude des facteurs de transcription 

Matériel 

Tous les produits chimiques proviennent de la firme ICN (Belgique), sauf en cas 

d'indication contraire. Les inhibiteurs de protéases proviennent de la société Roche 

(Allemagne) . 

Extraction des facteurs nucléaires 

Tampon A (à préparer extemporanément) 

Hepes pH 7,9 

KCI 

10 mM 

10 mM 

EDTA (acide éthylènediamine tétracétique) 0,1 mM 

EGTA (acide éthylèneglycol tétracétique) 0,1 mM 

Dithiotréitol (DIT) 1 mM 

Phényl méthyl sulfonyl fluoride (PMSF) 0,5 mM 

Aprotinine 1000 U/ml 
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Leupeptine 

O-phénanthroline 

Tampon C (à préparer extemporanément) 

Hepes pH 7,9 

NaCI 

EDTA 

EGTA 

DTT 

Glycérol 

Phényl méthyl sulfonyl fluoride 

Aprotinine 

Leupeptine 

O-phénanthroline 

Pepstatine 

Marquage des sonde 

Solution d'hybridation 5X 

Tris pH 7,5 

MgCl2 

DTT 

EDTA 

30 ILg/ml 

ImM 

20 mM 

O,4M 

ImM 

ImM 

1mM 

20% (v/v) 

ImM 

1000 U/ml 

30 ILg/ml 

ImM 

15 ILg/ml 

335 mM 

65 mM 

33 mM 

6,5 mM 

Marquage par la Polynucleotide Kinase (Roche, Allemagne) 

[a-32P]-ATP activité spécifique: 7000 Ci/mmol (ICN, Belgique) 

La purification de l'ADN marqué a été réalisée avec une colonne de silice "Qiaquick 

Removal Nucleotide kit" de QIAGEN (Westburg, Belgique), selon les 

recommandations du fabricant. 

Retard de migration sur gel 

Solution d'inhibiteurs de protéases (Roche, Allemagne) 

DTT 

PMSF 

Aprotinine 

o-phénanthroline 

Leupeptine 

Solution de liaison pH final 8,0 

Tris-HCl pH 8,5 

0,5 mM 

0,5 mM 

1000 U/ml 

ImM 

30 ILg /ml 

50 mM 
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11. NF-E2 pIS (sc-477) anticorps polyclonal de lapin dirigé contre un 

domaine carboxy-terminal de la protéine NF-E2 p18 de souris. 

12. SpI (sc-420) anticorps monoclonal de souris dirigé contre un 

domaine interne de la protéine SpI d'origine humaine. 

Méthode 

Extraction des facteurs nucléaires 

L'extraction se fait selon la méthode décrite par Schreiber et al. (1989), qui consiste à 

lyser les membranes plasmiques et nucléaires en milieu hypertonique en présence de 

détergent et de solutions salines contenant des inhibiteurs de protéases. 

Toutes les manipulations doivent se faire à 4°C dès que les cellules sont récupérées de 

l'étuve de culture. 4 x 106 cellules sont centrifugées puis lavées avec du PBS IX; le 

culot est repris par 400 /.-lI de tampon A et incubé dans la glace pendant 15 min. On 

ajoute ensuite 25 /.-lI d'Igepal 10% et le mélange est vortexé 10 sec. puis centrifugé 1 

min. à 10.000g à 4°C pour sédimenter les noyaux. Le culot est repris par 50 /.-lI de 

tampon C et la suspension est agitée 15 min. à 4°C et centrifugée 5 min. à 10 OOOg à 

4°e. Le surnageant qui contient les extraits nucléaires est congelé dans l'azote liquide et 

stocké à -80°e. Les protéines contenues dans l'extrait sont mesurées selon la méthode 

de Bradford (1976), en utilisant la BSA comme protéine étalon. 

Marquage des sondes 

Les oligonucléotides utilisés pour les expériences de retard de migration sur gel avec la 

GSTPl-1 ont été décrits par Moffat et al. (1996-2). Ils couvrent la région promotrice du 

gène GSTP 1. Les séquences des oligonucléotides (S) utilisés pour les expériences de 

retard de migration sur gel, ainsi que leurs séquences complémentaires (AS) sont 

indiquées dans le tableau VII. 
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Tableau VII: Séquence des oligonucléotides utilisés pour les expériences de retard 

sur gel. 

Les noms des oligonucléotides, les séquences et les séquences complémentaires, la 

position des oligonucléotides dans le promoteur GSTP 1 ainsi que la taille des 

oligonucléotides sont indiqués. 

Nom des Positions Taille 

Oligonu- dans le 
(pb) 

cléotides Séquences gène 

GSTPI 

S 
A~CCCICCAGAA.Gl)..JJ:rrjX(nJX5JIffi. . 

52 
ACIÇAGCAc:rG<:D8 

Prom- 105 AS -105 à -54 
CCCCAGIGCIGAGTCA! x -I -I X -I X X -I -I X X -I ~1 L' l ' 1 c'.fGGA 

CD8I'CCCGCX?GAcr 
S 
A~ .;( . .;(.;( .;(.;(.;( : ~ .GACICAGCAc:rG<:D8 

AS 
32 

Prom -85 CCCCAGIGCIGAGICACGGCGCCGGCCGCIC -85 à-54 

S 
~GCAc:rG<:D8 

20 
AS 

Prom-73 CCCCAGIGCIGAGICACŒC -73 à-54 

S 
CA~~CCAcccr 

Prom -61 AS 
30 

AliGGH.:lGlt lll-it u. X X-it ' lU X-it X xx AGIG -61 à -32 

S 
cmA.~CCAcccr 

Prom -53 AS 22 

AliGG1WH x x X-it X X X H ~lU_:C.:.1 -53 à -33 

TRE gène S 
humain de CGCI'IGAlGACI'CAGCCG3AA 
la AS 21 

colJagénase TI'CC'(ll;I'GAGICA'ICAAGCG 
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NaCI 

EDTApH8,0 

Glycerol 

DTT 

Gel de polyacrylamide 5% 

Polyacrylamide 30% (29 : 1) 

TBE10X 

Persulfate d'ammonium 10% 

TEMED 

250 mM 

2,5 mM 

20% 

2,5 mM 

8 ml 

2,5 ml 

0,5 ml 

50 JLI 

Anticorps pour les supershifts (Santa Cruz Biotechnology, SanverTech, Belgique) 

1. p-c-Jun (sc-822) anticorps monoclonal de souris dirigé contre les 

acides aminés 56 à 69 de la protéine c-Jun humaine. Cet anticorps ne 

réagit qu'avec c-Jun phosphorylé sur la sérine 63. 

2. Jun B (sc-8051) anticorps monoclonal de souris dirigé contre le 

domaine carboxy-terminal de la protéine JunB de souris. 

3. Jun D (sc-74G) anticorps polyclonal 

4. c-Fos (sc-8047) anticorps monoclonal de souris dirigé contre les acides 

aminés 210 à 335 de la protéine recombinante c-Fos humaine. 

5. Fra-! (sc-605) anticorps polyclonal de lapin dirigé contre le domaine 

amino-terminal de la protéine Fra-1 de rat. 

6. Fra-2 (sc-171) anticorps polyclonal de lapin dirigé contre le domaine 

carboxy-terminal de la protéine Fra-2 humaine. 

7. Fos B (sc-8013) anticorps monoclonal de souris dirigé contre les 

acides aminés 75 à 150 de la protéine FosB d'origine humaine. 

8. Nrfl (sc-721) anticorps polyclonal de lapin dirigé contre un domaine 

carboxy-terminal de la protéine Nrfl humaine. 

9. Nrf2 (sc-722) anticorps polyclonal de lapin dirigé contre un domaine 

carboxy-terminal de la protéine Nrf2 humaine. 

10. NF-E2 (sc-291) anticorps polyclonal de lapin dirigé contre un 

domaine carboxy-terminal de la protéine NF-E2 de souris. 
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1500 ng des oligonucléotides sens et antisens sont hybridés en présence de tampon 

d' hybridation 5X selon la séquence suivante: 

dénaturation à 90°c pendant 5 min 

65°C pendant 10 min 

37°C pendant 10 min 

20°C pendant 10 min 

Les sondes double-brins sont alors marquées au 32p par transfert de phosphate du y32 P

ATP sur l' extrêmité 5' -OH de l' oligonucléotide par la Polynucleotide Kinase. 

200 ng de l' oligonucléotide double-brin sont mélangé à 

2 !-lI de tampon kinase 10X 

1 !-lI de Polynucléotide Kinase 

2 !-lI de y 32p_ATP (7000 Cilmmol) 

H20 qsp 20 !-lI 

Ce mélange est incubé 30 min à 37°C puis 10 min à 75°C. L'ADN marqué est purifié 

sur colonne de silice QIAGEN. 

La quantité d'ADN marqué ainsi que la radioactivité de la sonde sont mesurées. 

Retard de migration sur gel 

Les extraits nucléaires sont incubés en présence des sondes radiomarquées; les 

complexes formés par liaison des protéines à l'ADN sont séparés par électrophorèse en 

gel d'acrylamide en fonction de leur poids moléculaire. 

Environ 0,5 ng pour 1 !-lI de sonde sont incubés avec: 

4 !-lI de solution de liaison 

2,5 !-lI de poly[d(I-C)] à 2 !-lg/ml 

lO!-lg d'extrait nucléaire 

solution aqueuse qsp 20 !-lI 
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Le poly[d(I-C)] permet d'éviter la formation de complexes non spécifiques 

L'incubation se fait pendant 15 min. à température ambiante. 

On ajoute 5 /l-l de tampon de dépôt avant la migration en gel de polyacrylamide dans du 

TBE 0,5X pendant 2h à 200V. Le gel est alors fixé dans un mélange acide acétique 

10%/méthanol 20% et séché à chaud par aspiration sous vide. La révélation se fait par 

autoradiographie. 

Pour les expériences de compétition, nous avons fait synthétiser des oligonucléotides 

correpondant aux sondes -73 et TRE avec des mutations sur le site AP-1/TRE. 

'IRE: 

TRE-MUr: 

-73: 

-73-MUr: 

Supershift 

Les anticorps sont utilisés à une concentration de 200 /l-g d'IgG/0,1 ml. Ces anticorps ne 

donnent pas de réaction croisée avec les autres membres de la même famille de 

protéines. 

Le gel de polyacrylamide est le même que pour le retard de migration. 

Les extraits nucléaires (10 /l-g) sont préincubés avec 2 /l-g d'anticorps pendant 30 min à 

4 oC dans la glace dans le même mélange que précédemment mais sans la sonde 

radiomarquée. Ensuite, celle-ci est ajoutée et l'incubation est prolongée pendant 15 

minutes à température ambiante. L'ajout de 5 /l-l de tampon échantillon termine la 

réaction et les échantillons sont déposés sur le gel de polyacrylamide. Les conditions de 

migration sont exactement les mêmes que précédemment. 
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5. RESULTATS 
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La GSTP1-1 est une enzyme clé dans l'oncogénèse, et cela à plusieurs titres. 

L'expression de cette enzyme est augmentée dans la plupart des cellules cancéreuses 

étudiées par rapport aux cellules saines, bien que dans certains types de tumeurs comme 

le cancer de la prostate, son expression soit complètement abolie. Toutefois, en l'état 

actuel des connaissances, on ne peut pas affirmer que la GSTP1-1 participe directement 

à la cancérisation, ou qu'elle n'est qu'un marqueur du processus tumoral. De par son 

appartenance à l'un des mécanismes de détoxification des xénobiotiques, le système du 

GSH, la GSTP 1-1 est également impliquée dans la résistance à certains anticancéreux, 

son augmentation rendant les cellules tumorales moins sensibles à la chimiothérapie ou 

aux radiations. Il semble donc important de bien connaître les modes de régulation de 

l'expression de cette enzyme, aussi bien d'un point de vue fondamental pour mieux 

comprendre les mécanismes de la cancérogénèse, que d'un point de vue clinique pour 

une meilleure utilisation des anticancéreux. De nombreuses études ont déjà été menées 

sur la régulation de l'expression de GSTP 1, par contre peu de travaux ont exploré cette 

régulation dans les leucémies et les lymphomes. Le but de notre étude est donc d'étudier 

la régulation de la transcription de la GSTP1-1 dans les cellules leucémiques en culture. 

5.1. Expression de la GSTP1-1 dans différentes lignées leucémiques 

Nous avons choisi pour notre étude cinq lignées cellulaires différentes correspondant à 

différents types de leucémies humaines (Tableau VI, Matériel et Méthodes) et 

représentant plusieurs étapes de la différentiation des cellules sanguines (Figure 10). 

Comme il existe des différences d'expression de la GSTP1-1 entre des cellules 

d'origine tissulaire différente ou de type tumoral différent, voire entre différentes 

lignées d'un même type de cancer (cas des cellules de cancer du sein MCF-7 et 

VCREMS) (Morrow et al., 1996), la première partie de notre travail a porté sur la 
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Cellule souche 
1}Iuripotente 

Ligll~e 
leucocytaire 

KGla 
1 

~ ...... ~_-~K562 
Lignée 

érythl"Oïdc 

HEL ! U937 

Lignée myéloïde Lignée lymphoïde 

HL60 

B T 

JVM-2 Jurkat 
RA.n Molt-3 

Figure 10 : Origine des lignées cellulaires utilisées. 

Les érythrocytes et les leucocytes dérivent d'une même cellule souche pluripotente. 

Celle-ci se différencie en 3 cellules différentes: les cellules pré-B et pré-T, qui 

donneront les lymphocytes B et T en se différenciant respectivement dans la moelle 

osseuse et le thymus, et les CFU-GEMM. Ces dernières se différencient à leur tour pour 

donner les différents progéniteurs leucocytaires qui donnent naissance aux lignées 

érythroïde et plaquettaire, aux polynucléaires neutrophiles, basophiles, éosinophiles et 

aux monocytes-macrophages. 
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5.1.1. Expression de l'ARNm de la GSTPl-l 

Dans les différentes lignées leucémiques choisies pour notre étude, l'expression de la 

GSTPl-l n'a pas encore été étudiée au niveau des ARNm. Après extraction des ARN 

totaux, 10 Ilg de chaque ARN ont été analysés par la technique du Northern blot en 

utilisant comme sonde l'ADNc de 0,72kb de la GSTPl-l. La figure Il (A et B) montre 

que les lignées leucémiques expriment de façon différente l'ARNm de la GSTPl-l. 

L'ARNm de GSTP 1 est présent dans les cellules U937, les K562, les Jurkat, il est 

transcrit très faiblement dans les cellules Molt-3, et il est absent dans les cellules Raji. 

Ce résultat suppose que la transcription du gène GSTP 1 est dépendante du type 

cellulaire. Afin de standardiser les résultats, nous avons procédé à une deuxième 

hybridation de la même membrane avec une sonde spécifique de l'ARNm de la 

GAPDH. Les résultats obtenus ne montrent aucune différence pour la quantité d'ARNm 

de la GAPDH dans ces différentes lignées cellulaires, ce qui suggère bien que les 

variations d'expression de l'ARNm de GSTPl sont spécifiques des différentes lignées 

leucémiques étudiées. 

Malgré le nombre réduit de lignées étudiées, il semble que l'expression de la GSTP 1-1 

soit caractéristique des cellules sanguines peu ou pas différenciées: en effet, la lignée 

Jurkat possédant des caractéristiques de cellule souche lymphoïde exprime l'ARNm de 

GSTP l, alors que la lignée Raji, correspondant à un lymphome de Burkitt, c'est-à-dire à 

des cellules nettement plus différenciées, n'exprime pas cet ARNm. Les cellules K562 

et U937 sont également à un stade précoce de la différenciation, ces deux lignées 

pouvant être différenciées vers une des lignées sanguines par un traitement approprié. 

Par contre l'expression de la GSTPl-l semble indépendante des voies myéloïde ou 

lymphoïde. 
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Figure 11 : Expression de l'ARNm de la GSTPl-l dans les lignées cellulaires 
étudiées. 

A : Les ARN totaux ont été extraits de 5 lignées leucémiques, analysés par la technique 

de Northern-blot, et hybridés avec une sonde d'ADNc humaine de GSTP 1. (1) K562, 

(2) U937, (3) Jurkat, (4) Molt-3 et (5) Raji. Les résultats sont représentatifs de trois 

expériences indépendantes. B : Après quantification du signal pour chaque ARNm (sur 

Cyclone, Canberra-Packard), le rapport des signaux obtenus pour les ARNm de GST et 

de GAPDH à chaque temps, est représenté. 
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5.1.2. Expression de la protéine GSTPl-l 

Par la technique du Western-blot, nous avons vérifié que les différences d'expression 

des ARNm de la GSTPl -1 sont corrélées à des différences d'expression de la protéine 

GSTPl-1. Les protéines ont été extraites selon la méthode décrite (voir matériel et 

méthode) et 5 f.!g de protéines ont été analysées par Western-blot avec un anticorps 

monoclonal anti-GSTPl-1. Les cellules Raji et les cellules Molt-3 n'expriment pas la 

GSTPl-l; par contre les cellules K562, Jurkat et U937, qui expriment l'ARNm de 

GSTP 1, expriment également la protéine (Figure 12, pistes 1 à 6). 

Nous avons ensuite étudié l'expression de la GSTPl -1 dans des lymphocytes provenant 

de patients atteints de leucémies. Ces cellules sont toutes des cellules de leucémie 

lymphoïde chronique de type B (CD5, CD20 et CD19 positives). Comme le montre la 

Figure 12 (pistes 7 à 11), elles expriment toutes la GSTPl-1. 

Shea et al. (1988) avaient déjà étudié l'expression de la GST dans différents types de 

cancer (côlon, foie, mélanome, sein, rein, lymphome) et montré que la majorité des 

cellules tumorales expriment une GST correspondant à l'isoenzyme Pl. Par contre la 

plupart des lignées tumorales étudiées dans cet article, en particulier les cellules Raji, 

n'expriment pas la protéine GSTPl -1. Bien que l'ensemble de leurs résultats ne 

constituent qu'un trop petit nombre de cas pour être représentatifs, ils ont émis 

l'hypothèse que les lignées pouvaient perdre le caractère d'expression de la GSTPl-1 au 

fur et à mesure des passages. 
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A. 

1 2 3 4 5 6 

B. 
7 8 9 10 Il 

Figure 12 : Expression de la protéine GSTPl-l dans différents types de cellules 

leucémiques. 

Les protéines totales ont été extraites par lyse, puis analysées par western-blot à l'aide 

d'un anticorps monoclonal anti GSTP1 -1 humaine. A: Autoradiographie des différents 

lignées leucémiques (1) HEL; (2) K562; (3) U937; (4) Jurkat; (5) HepG2; (6) Raji. B. (7 

- Il) Autoradiographie de différents extraits protéiques de lymphocytes (CD5, CD19 et 

CD20 positifs) de 5 patients atteints de LLC-B. 
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5.1.3. Mesure de l'activité transcriptionnelle du promoteur GSTPl 

Afin de vérifier que l'expression de l' ARN m de la GSTP 1-1 et de la protéine est 

associée à l'activité du promoteur de GSTP 1 dans les lignées leucémiques, nous avons 

réalisé une série de constructions insérant des fragments du promoteur du gène de la 

GSTP1-1 en amont d'un gène reporter, la luciférase. Ces fragments du promoteur du 

gène de la GSTP1-1 ont été obtenus par amplification par PCR à partir de l'ADN 

génomique humain ou par digestion par des enzymes de restriction à partir des 

fragments obtenus par PCR. La figure 13 résume l'ensemble des constructions 

obtenues, et montre la structure détaillée de ce promoteur avec les séquences de 

régulation préalablement mises en évidence (Morrow et al. , 1990; Mofiat et al., 1996-2; 

Jhaveri et Morrow, 1998-2). 

Les constructions plasmidiques sont ensuite transfectées dans quatre des lignées 

leucémiques par électroporation. Toutes les transfections ont été réalisées au moins en 

trois exemplaires et les séries de transfection répétées plusieurs fois. Pour chaque 

expérience, 10 p,g d'une construction associant le gène de la B-galactosidase à un 

promoteur cytomégalovirus est co-transfectée pour vérifier l'efficacité de la 

transcription. Les mesures d'activité luciférase et ~-galactosidase sont réalisées 48 

heures après la transfection. 

Dans les cellules K562 transfectées par la construction pGST-97, nous avons observé 

une augmentation de l'expression de l'activité luciférase de 1,2 fois par rapport aux 

cellules transfectées avec la construction témoin, c'est-à-dire le plasmide pGL3-Control 

(Figure 14). La transfection de cette même construction dans les cellules Jurkat et les 

cellules U937 a entraîné une augmentation de l'activité luciférase respectivement de 3 et 

5,7 fois. Au contraire, après transfection de la même construction dans les cellules Raji 

nous observons une diminution de l'activité luciférase par rapport au témoin pGL3 

Control. 
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Kpnl - 93 - 63 - 56 - 46 Hincl Il 1 
1 1 1 1 1 

1 
NF-kB AP1 SP1 SP1 

Distal Proximal 
G/C G/C 

Luciférase 

- 97 --1{ 
pGST-97 

-143 ( 
pGST-143 

- 396 ~ 
pGST-396 

- 516 { 
pGST-516 

- 1175 ~ 
pGST-1175 

Figure 13 : Représentation des différentes constructions plasmidiques transfectées 
dans les lignées cellulaires. 

A. Structure du promoteur basal du gène de la GSTPI-I avec les éléments de réponse 

AP-I, SpI et NF-KB, et les dinucléotides CpG du promoteur du gène GSTPl : chaque 

trait vertical représente la position d'un di nucléotide CpG. B. Représentation 

schématique des différentes constructions plasmidiques obtenues. 
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pGST-1175 

pGST-516 

pGST-396 

pGST-97 

pGL3 Control 

~ Raji 

Il Jurkat 

.. U937 

• K562 

o 2 4 6 8 10 12 14 

Activité Luciférase standardisée 

Figure 14 : Activité transcriptionnelle du promoteur GSTPl dans les lignées 

leucémiques humaines. 

Chaque lignée cellulaire est transfectée avec un plasmide pG13-enhancer; toutes les 

cellules sont co-transfectées avec un plasmide pCMVB d'expression de la B

galactosidase. Chaque barre de l 'histogramme représente la moyenne ± SD de trois 

expériences indépendantes. 

107 



Ces résultats montrent que les trois lignées (K562, Jurkat, U937) présentant une 

synthèse active d'ARNm de GSTP 1, sont également capables de transcrire activement le 

gène reporter. La lignée K562 qui exprime un taux plus élevé d'ARNm présente une 

activité de transcription du gène reporter plus faible que celle des lignées Jurkat et 

U937. Cette observation pourrait peut-être s'expliquer par une stabilité plus grande des 

ARNm de K562 par rapport à celle des ARNm de Jurkat et de U937. Dans le cas de 

deux lignées humaines de cancer du sein qui présentent le même taux de transcription 

du gène GSTP 1 après transfection d'un minigène qui code pour la GSTPl-l, l'ARNm 

de la lignée HS578T qui exprime normalement la GSTPl-l est beaucoup plus stable 

que l'ARNm qui code pour la GSTPl-l dans les MCF-7 qui n'expriment pas 

normalement cette enzyme (Jhaveri et al., 1997). 

Quant à la lignée Raji, elle ne présente que de faibles taux de transcription de la 

luciférase, ce qui est en accord avec les résultats du Northern blot obtenus 

préalablement. Toutefois l'activité du promoteur GSTP 1 des Raji n'est pas nulle dans la 

mesure où nous comparons nos résultats avec un promoteur SV40 possédant une 

activité basale élevée dans l'ensemble des lignées testées. 

Les résultats pour cette partie de l'étude montrent: 

• que l'expression de l'ARNm de GSTPl ainsi que celle de la protéine GSTPl-l 

est variable selon les lignées leucémiques 

• que le promoteur minimal (contenu dans la construction pGST -97) du gène 

codant pour la GSTPl-l est capable de contrôler l'expression d'un gène 

reporter lorsqu'il est transfecté dans différentes lignées leucémiques. 

• que la lignée Raji exprime plus faiblement le gène reporter, ce qui est en accord 

avec les résultats obtenus par Northern blot ou par Western-blot. 
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Lignées cellulaires 

leucémiques 

Exprimant l' ARNm et la protéine N'exprimant pas l' ARNm ni la protéine 

l 
Activité transcriptionnelle 

élévée 

K562 U937 Jurkat 

l 
Activité transcriptionnelle 

faible 

Molt-3 Rél:ii 

Tableau récapitulatif de la partie 1 
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5.2. Etude de la méthylation de GSTP1 

Une méthylation aberrante associée à une diminution de l'expression d'un gène 

suppresseur de tumeur a été décrite pour le gène von Hippel-Lindau, le gène du 

rétinoblastome, BReAl ou p16 qui code pour un inhibiteur de kinase cycline

dépendante. La méthylation du promoteur GSTP 1 est un des mécanismes impliqués 

dans la régulation de l'expression de ce gène dans les cellules humaines de cancer du 

sein ou de carcinome rénal (Jhaveri et Morrow, 1998-1; Esteller et al., 1998). 

Pour vérifier l'hypothèse selon laquelle la méthylation des résidus CpG régule l'activité 

du promoteur du gène GSTP 1 dans les cellules leucémiques, et pour déterminer si la 

méthylation de certains di nucléotides CpG est corrélée avec l'absence d'expression des 

ARNm dans certains types cellulaires, nous avons défini l'état de méthylation des 15 

résidus CpG contenus dans le promoteur GSTP 1 pour les cinq lignées leucémiques qui 

expriment ou pas la GSTP1-1, L'étude de la relation entre la méthylation et l'activité 

d'un fragment du promoteur minimal de GSTP 1 de 136 pb dans la lignée K562 

complète cet objectif. 

5.2.1. Méthylation des sites CpG dans le promoteur GSTPl 

Notre hypothèse est que s'il existe une relation de cause à effet entre la méthylation et 

l'activité transcriptionnelle du promoteur du gène GSTP l, l'expression du gène doit 

s'accompagner de l'hypométhylation du promoteur GSTP 1. Par exemple, la lignée 

K562 qui exprime des taux élevés d'ARNm du gène GSTP l, doit, selon notre 

hypothèse, présenter un promoteur non ou faiblement méthylé. L'étude de la séquence 

du gène a mis en évidence l'existence de quinze sites CpG dans le fragment de 136 pb 

du promoteur basal (de -98 à +37, par rapport au site de début de transcription) (Figure 

15). L'ADN génomique des cellules K562 modifié par la technique du bisulfite est 

amplifié par PCR. Les fragments de PCR sont alors sous-clonés dans un plasmide 
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CpG 15 

CpG 14 
CpG13 
CpG 12 

CpG 11 

CpG 10 
CpG9 

CpG8 

CpG7 

CpG6 
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CpG4 
CpG3 
CpG2 

CpG 1 

3' 

~ 

~ 
~ 
~ 

~ 

~ 
~ 

~ 

5' 

Figure IS : Exemple d'une autoradiographie d'un séquençage typique de deux clones, après 
modification au bisulfite de la région amplifiée du promoteur GSTPl (brin complémentaire). 

Toutes les cytosines ont été converties en thymine tandis que les cytosines méthylées apparaissent comme 

des cytosines. A gauche tous les CpG sont méthylés (cellules Raji); à droite ils sont majoritairement non 

méthylés (cellules K562) . 

111 



pCRIl-Topo, puis séquencés (Figure 15). Après modification au bisulfite et 

amplification, les cytosines qui sont non méthylées avant la modification, apparaissent 

comme des thymines, tandis que les cytosines qui étaient méthylées apparaissent 

comme des cytosines sur le gel de séquençage. Le profil de méthylation pour chacune 

des cinq lignées leucémiques a ainsi été déterminé. Pour effectuer une détermination la 

plus précise possible, nous avons séquencé de 18 à 27 clones provenant de 3 réactions 

de PCR indépendantes (Warnecke et Clarck, 1999). Pour chaque clone séquencé, la 

présence ou l'absence d'une cytosine méthylée au sein des 15 di nucléotides CpG du 

promoteur a été notée. Pour déterminer s'il existe une différence significative entre les 

profils de méthylation des 5 lignées leucémiques, nous avons comparé le nombre de 

sites CpG méthylés, défini pour chaque clone. 

Les résultats montrent que l'ADN de toutes les lignées est méthylé à des degrés élevés. 

• Les cellules K562 (Tableau VIII), qui expriment la GSTP1-l, présentent un fort 

degré de méthylation (66,5 %). 

• Les cellules Raji (Tableau IX), qui n'expriment pas la GSTP1-l, montrent un 

pourcentage plus élevé de méthylation (90 %), ce qui suggère que l'inactivation du 

promoteur et l'absence d'ARNm dans ces cellules pourraient être une conséquence 

de la méthylation. Un taux élevé de méthylation (82,4 %) est également retrouvé 

pour l'ADN de la lignée Molt-3 (Tableau IX), qui n'exprime que de très faibles 

quantités d'ARNm de GSTP 1. 

• Les deux autres lignées Jurkat et U937 (Tableau VUI) qui expriment de façon active 

l'ARNm de la GSTP1-l, présentent aussi un fort pourcentage de méthylation 

(respectivement 87,4 % et 90,6 %). 

Ces résultats suggèrent que le statut de méthylation du promoteur de 136 pb n'est pas le 

seul mécanisme qui entre en jeu pour activer ou inhiber la transcription du gène GSTP 1 

dans les cellules leucémiques et que le profil de méthylation n'est pas un bon marqueur 

pour présager de l'expression de la GSTP1-1 dans une lignée cellulaire. 
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Tableau VIII: Etat de méthylation de l'ADN de différents clones provenant de lignées cellulaires qui expriment la GSTPI-I 

Lignée 

Cellulaire 

K562 

1 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

Total (%) 84 

Jurkat 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

Total (%) 100 

2 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
63 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
88 

3 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
63 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
88 

4 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
63 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
88 

5 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
58 

+ 

+ 

+ 
+ 

+ 

+ 
+ 
+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
60 

6 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
63 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
84 

789 

+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
63 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
76 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
63 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
88 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
63 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
88 

10 

+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
63 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
92 

11 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
63 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
92 

12 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
63 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
92 

13 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
63 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
92 

14 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
63 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
84 

15 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
100 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

100 

Nombre de 

sites méthylés 

1 

2 

2 
2 
2 

14 
15 
15 
15 
15 
15 
15 
15 
15 
15 
15 
15 

2 

8 
9 
10 

12 

13 
13 
14 
14 
14 
14 
14 
14 
15 
15 
15 
15 
15 
15 
15 
15 
15 
15 
15 
15 
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Tableau VIII suite: Etat de méthylation de l'ADN de différents clones provenant de lignées cellulaires qui expriment la GSTPl-1 

Lignée 

Cellulaire 

1 2 3 4 5 6 789 10 11 12 13 14 15 Nombre de 

sites méthylés 

U937 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

+ 
+ 
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+ 
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+ 
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+ 
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+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
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+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

+ 
+ 
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+ 
+ 
+ 
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+ 
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+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
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+ 
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+ 
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+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

Total (%) 100 100 92,6 96,3 70,4 81,S 85,2 92,6 92,6 88,9 88,9 92,6 92,6 88,9 96,3 

Chaque ligne horizontale représente un clone séquencé; les séquençages ont été réalisés en triple 

exemplaire à partir de PCR indépendantes dont les résultats ont été combinés pour chaque lignée 

cellulaire. (+) : site méthylé et (-) : site non méthylé; Total (%) : moyenne du taux de méthylation de tous 

les clones séquencés pour chaque site CpG. 
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7 
10 

12 

13 
13 
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14 
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14 
14 
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15 
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15 
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15 
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15 
15 
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Tableau IX : Etat de méthylation de l'ADN de différents clones provenant de lignées cellulaires qui n'expriment pas la GSTPI-I 

Site epG (N°) 

Lignée 

cellulaire 

2 3 4 5 6 789 10 11 12 13 14 15 Nombre de 

sites méthylés 

Molt-3 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

Total (%) 94,5 

Raji 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

89 83,5 
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+ 
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+ 
+ 
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+ 
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+ 
+ 
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+ 
+ 
+ 
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+ 

+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 

+ 

+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

+ 
+ 

+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
89 

+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
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+ 

+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
78 

+ 
+ 

+ 
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+ 
+ 
+ 
+ 
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Un grand nombre de clones (issus de trois réactions de PCR différentes à partir de 

l'ADN extrait des différentes lignées cellulaires) provenant des cellules qui expriment la 

GSTPl - l, présentent toujours un même dinucléotide CpG déméthylé, localisé au sein 

du site Sp-l distal. La déméthylation de ce dinucléotide CpG est beaucoup moins 

fréquente dans les clones provenant des cellules qui n'expriment pas la GSTPl-l. 

L'analyse statistique a mis en évidence une différence significative (p<O.Ol) entre le 

groupe de cellules exprimant la GSTPl-l (K562, Jurkat et U937) (Tableau VIII) et le 

groupe des cellules qui n'expriment pas ou très peu cette enzyme (Molt-3 et Raji) 

(Tableau IX) pour la méthylation de ce site CpG. Ces données indiquent que la 

déméthylation du di nucléotide CpG situé dans le site Sp-l distal pourrait être important 

pour l'expression du gène GSTP 1. 
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5.2.2. Méthylation et activité transcriptionelle du promoteur GSTP 1 

Pour étudier les effets de la méthylation des CpG sur l'activité transcriptionnelle, nous 

avons comparé la capacité du promoteur basal GSTP 1 méthylé in vitro ou méthylé à 

blanc à induire la transcription d'un gène reporter dans des cellules K562 transfectées 

de façon transitoire. Pour méthyler la construction en entier, nous avons utilisé la SssI 

méthylase, qui méthyle tous les di nucléotides CpG. La comparaison des résultats entre 

les plasmides reporters méthylé et non méthylé, montre que la méthylation réduit 

l'expression du gène reporter de plus de 96,4 % de l'expression du plasmide reporter 

non méthylé quelque soit la lignée cellulaire étudiée (Figure 16). 

Toutefois, le plasmide lui-même contient un certain nombre de sites CpG méthylables 

par la SssI méthylase. Nous avons voulu savoir quelle est la part de la méthylation du 

plasmide lui-même, par rapport à celle du promoteur basal, qui est responsable de la 

diminution de l'expression du gène reporter. Nous avons lié le fragment méthylé in 

vitro du promoteur dans un plasmide pGL3 méthylé à blanc d'une part, et lié le 

fragment méthylé à blanc du promoteur GSTPl dans le plasmide pGL3 méthylé d'autre 

part. Ces contructions ont ensuite été transfectées dans les K562. 

Les résultats (Figure 16) montrent une réduction de l'expression de la luciférase de 

96,3% lorsque seul le promoteur est méthylé, et une réduction de 66% lorsque c'est le 

plasmide qui est méthylé (par rapport à l'expression de la luciférase pour le plasmide et 

le promoteur non méthylé). Pour les 15 dinucléotides CpG contenus dans le promoteur 

basal GSTP 1, la méthylation a entraîné une réduction de 6,4% (96,3/15) de l'activité du 

promoteur par site CpG méthylable. La méthylation des 292 di nucléotides CpG 

contenus dans le plasmide pGL3 et le gène luciférase a entraîné une réduction de 

l'activité du promoteur de 0,22% (66/292) par site CpG méthylable. L'inhibition de 

l'expression du gène reporter est bien plus considérable (6,4/0,22= 29 fois) lorsque seul 

le promoteur est méthylé. Ces données confirment que la diminution de l'activité du 

promoteur n'est pas due à des effets non spécifiques de la méthylation de l'ADN et 

appuient de nombreuses études antérieures qui corrèlent la méthylation des 
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Figure 16: Expression de la luciférase dans les différentes lignées leucémiques 

après transfection du plasmide pGST1128 méthylé in vitro par la SssI. 

A. La méthylation de tous les dinucléotides CpG de chaque partie de la construction est 

représentée par un M. B. Chaque barre de l'histogramme représente la moyenne ± S.D 

de trois transfections indépendantes. Les expériences ont été réalisées deux fois. 
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di nucléotides CpG avec l'inhibition de la transcription des promoteurs du gène p 16INK4 

ou du gène de la globine (Martinez-Delgado et al., 1997; Singal et al., 1997) . 

Mais cela suggère également que la méthylation d'un site privilégié peut réduire de 

façon significative l'activité du fragment du promoteur GSTP 1 mais que d'autres 

facteurs indépendants de l'état de méthylation du promoteur, peuvent affecter 

l'expression du gène reporter. 

Les résultats essentiels pour cette partie de notre travail montrent: 

• l'hyperméthylation du promoteur dans les cellules Raji qui n'expriment pas la 

GSTPI-I, la déméthylation partielle du promoteur dans les K562, mais 

également une forte méthylation du promoteur dans les U937 et les Jurkat. 

• que dans toutes les lignées qui expriment l'ARNm de GSTPl, l'un des 

di nucléotides CpG situé au sein du site SpI distal est déméthylé de façon 

significative, ce qui suggère que ce site joue un rôle important dans la 

régulation de l'expression du gène GSTPl. 

• que la méthylation in vitro du promoteur du gène GSTP 1 a un effet inhibiteur 

sur la transcription du gène reporter dans toutes les lignées étudiées. 
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5.3. Rôle des facteurs de transcription de la famille AP-1 dans l'expression 

leucémie-spécifique de la GSTP1-1 

Nous avons montré jusqu'à présent que les cellules qui expriment la GSTP1-1 peuvent 

avoir un promoteur partiellement déméthylé (cas des cellules K562), que les cellules qui 

n'expriment pas la GSTP1-1 ont un promoteur entièrement méthylé (cellules Raji), que 

les plasmides méthylés in vitro ne sont pas exprimés dans les cellules transfectées, et 

que certaines lignées qui expriment la GSTP1-1 ont un promoteur méthylé (cellules 

U937 et Jurkat). A la lumière de ces résultats, il apparait que d'autres facteurs que la 

méthylation jouent un rôle dans le contrôle de l'expression de la GSTP1-1. La 

transcription des gènes est contrôlée par la formation de liaisons entre les facteurs de 

transcription et des séquences spécifiques d'ADN au niveau de régions cis-régulatrices. 

La transcription du gène GSTP 1 est contrôlée particulièrement par la séquence située 

entre +3 et -97 malgré l'existence potentielle d'éléments régulateurs supplémentaires 

situés en 5' du promoteur (Moffat et al., 1996-2, Xia et al., 1996, Jhaveri et Morrow, 

1998-2). Nous avons décidé d'approfondir à présent le rôle des facteurs de transcription 

dans la régulation de l'expression leucémie-specifique de la GSTP1-1. 

5.3.1. Liaison des protéines nucléaires au promoteur minimal 

Afin de mettre en évidence les interactions leucémie-spécifique entre les facteurs 

protéiques nucléaires et l'ADN du promoteur du gène de la GSTP1-1, nous avons choisi 

d'utiliser la technique de retard de migration sur gel. 

Nous avons d'abord utilisé comme sonde le promoteur basal lui-même, nommé -97, qui 

présente deux sites de fixation pour Sp-1, un site TRE pour la liaison de AP-1 et un site 

potentiel de fixation de NF-KB (Figure 17). Après la réaction de la sonde radiomarquée 

-97 avec les extraits nucléaires dans un milieu préparé extemporanément, les complexes 

formés entre protéines et ADN ont été analysés après séparation électrophorétique et 
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autoradiographie. Nous avons utilisé une protéine AP-l purifiée qui est un dimère Jun

Jun à la place d'extraits protéiques nucléaires, pour étudier la capacité de la sonde à 

lier ce type de complexe AP-l, puisque la séquence du promoteur OSTP 1 contenue 

dans la sonde met en évidence un site potentiel de liaison pour AP-l. 

Deux types de résultats ont été obtenus selon les lignées cellulaires (Figure 18) : 

• Trois complexes Cl, C2 et C3 sont observés pour les cellules HEL, Jurkat, K562 

et U937 et à des intensitées variables (respectivement pistes 3, 4, 7 et 8). Le 

complexe Cl migre à la même hauteur qu'un complexe obtenu après interaction de 

la sonde -97 et d'une protéine recombinante AP-l purifiée (dimère Jun/Jun) (piste 

2) utiliséée en tant que témoin. Les lignées qui présentent ce profil, expriment 

l'ARNm de la GSTPl-l et sont capables de transcrire le gène reporter lorsque le 

fragment -97 correspondant au promoteur basal entier est cloné en 5' d'un gène 

reporter. 

• Un autre profil de liaison est observé pour les Molt-3 et les Raji (pistes 5 et 6). 

Pour ces cellules, on observe un complexe C2 et C3. 

Ces résultats préliminaires montrent que le promoteur du gène codant pour la 

GSTPl-l fixe plusieurs complexes protéiques et qu'il existe une différence entre 

les lignées leucémiques qui expriment et les lignées leucémiques qui n'expriment 

pas la GSTPl-l. 

123 



l 2 3 4 5 6 7 8 

1 

... 

... 

... 

Figure 18: Activité liante des facteurs de transcription contenus dans les extraits 

nucléaires des différentes lignées cellulaires avec la sonde -97. 

10 Jlg d'extraits nucléaires des différentes lignées ou l fpu d'AP-I purifiée ont été 

incubés avec l ng de sonde radiomarquée -97 et analysés par retard de migration sur 

gel. (1) sonde -97 seule; (2) API purifié; (3) HEL; (4) Jurkat ; (5) Molt-3 ; (6) Raji ; 

(7) K562 ; (8) U937. 
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5.3.2. Mise en évidence de la spécificité de l'activité liante par compétition 

Afin de localiser plus précisément la région du promoteur sur laquelle se fixent le ou 

les complexes protéiques préalablement observés, nous avons réalisé des expériences 

de compétition en ajoutant aux extraits nucléaires , un excès de 500 fois molaire 

d'oligonucléotides froids qui correspondent à des fragments du promoteur - 97 (Figure 

17). Si une protéine se lie spécifiquement à la sonde, elle va se lier de préférence à la 

sonde froide en plus grande quantité et la bande radioactive que l'on observait sur le 

gel va disparaître. Si la liaison est non spécifique, il n'y a pas de compétition et la 

bande se maintient. 

Les cinq oligonucléotides synthétiques double brins -53, -61, -73, -85 et -105 (Figure 

17), couvrent des régions différentes du promoteur basal de la GSTP1 -1 allant de - 30 

à -105. L'oligonuc1éotide -53 couvre uniquement le site Sp-1 proximal, 

l'oligonucléotide -61 couvre les deux sites Sp-1, -73 couvre le site Sp-1 distal ainsi 

que le site AP-l. L' oligonucléotide -105 couvre en plus le site putatif NF-KB alors que 

l' oligonucléotide -85 ne comprend pas ce site. Nous avons également utilisé le 

promoteur -97 froid en excès molaire de 200 fois. 

Après autoradiographie (Figure 19), nous observons que seuls les oligonucléotides 

froids couvrant au moins la partie en 5' du promoteur basal sont capables d'entrer en 

compétition avec certains des complexe protéiques fixés à la sonde (oligonucléotides -

73, -85, -97 et -105). Seule la sonde froide correspondant au promoteur entier -97 est 

capable de déplacer tous les complexes (piste 3), ce qui démontre la spécificité des 

interactions observées, alors que les oligonucléotides -73, -85 et -105 ne déplacent que 

le complexe Cl (pistes 6, 7 et 8). Les oligonucléotides - 53 et - 61 par contre ne sont 

capables de déplacer aucun des complexes observés (pistes 4 et 5). En comparant les 

résultats obtenus pour les oligonucléotides - 61 et - 73, nous pouvons supposer que 

l'un au moins des complexes contenus dans les extraits nucléaires se fixe 
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Figure 19 : Compétition des oligonucléotides froids et des protéines nucléaires de 
K562 pour la liaison à la sonde -97. 

10 p,g d'extraits nucléaires des cellules K562 ont été préincubés 16h avec la sonde -97 

froide (excès molaire 200x) ou avec les oligonucléotides froids -53, -61, -73, -85 et-

105 (excès molaire 500x). Le mélange a ensuite été incubé 15 minutes à température 

ambiante avec la sonde -97 radiomarquée et analysé par retard de migration sur gel (1) 

sonde -97 seule; (2) sonde avec extraits nucléaires de K562 ; (3) compétition avec -97 

froide; (4) compétition avec -53 ; (5) compétition avec -61 ; (6) compétition avec -73 ; 

(7) compétition avec -85 ; (8) compétition avec -105. 

Cl 

C2 

C3 

126 



sur la séquence de réponse au facteur de transcription AP-1 contenue seulement dans 

l'oligonucléotide -73 (et aussi dans les oligonucléotides -85 et -105); en effet seul 

l' oligonucléotide -73 peut déplacer la protéine liée à la sonde alors que 

l' oligonucléotide -61 n'en est pas capable. 

Ces expériences de compétition ont permis de mieux caractériser un des 

complexes protéiques qui se fixe sur le promoteur au niveau d'une région 

comportant un élément de réponse connu, le TPA responsive element (TRE). 
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5.3.3. Ciblage de la région contenant l'élémént de réponse aux esters de phorbol 

Afin d'identifier plus précisément les protéines des extraits nucléaires se liant à la 

séquence TRE, nous avons ensuite utilisé une sonde - 73 radiomarquée couvrant 

uniquement cette région. De cette façon, nous espérons n'observer que la liaison d'une 

partie des protéines susceptibles de se fixer au promoteur GSTP 1, celles qui 

reconnaissent la séquence d'ADN représentée par ce fragment du promoteur GSTP 1. 

Les résultats obtenus avec cette sonde -73 (Figure 20) vont dans le même sens que les 

résultats précedemment obtenus avec la sonde -97 correspondant au promoteur 

minimal (Figure 19): 

Pour les protéines nucléaires des lignées cellulaires capables de fixer spécifiquement 

un ou plusieurs complexes sur le promoteur minimal de GSTP1-l, on observe la 

fixation de trois complexes protéique dont un majeur ex, sur le fragment -73 

contenant l'élément de réponse TRE. En effet les lignées Jurkat, K562 et U937 (pistes 

4, 7 et 8 respectivement) fixent un complexe de poids moléculaire voisin de celui du 

complexe AP-l qui sert de témoin positif (piste 2). Les deux lignées Molt-3 et Raji ne 

présentent pas de complexes protéiques de ce type (pistes 5 et 6). 

En comparant les résultats obtenus en utilisant comme sonde le promoteur 

minimal (-97) avec les résultats obtenus pour la sonde -73, nous pouvons affirmer 

que le complexe intermédiaire Cx, formé avec les protéines nucléaires des lignées 

leucémiques capables de transcrire l'ARNm de GSTP 1, est un complexe de type 

AP-l d'un poids moléculaire avoisinant celui du dimère jun-jun qui nous a servi 

de témoin de migration. 
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Figure 20 : Mise en évidence d'un complexe de type AP-l se liant avec la sonde 
-73 dans les différentes lignées leucémiques. 

10 /-lg d'extraits nucléaires des différentes lignées ou 1 fpu d'AP-1 purifiée ont été 

incubés avec 0,3 ng de sonde -73 radiomarquée puis analysés après séparation 

électrophorétique et autoradiographie. (1) sonde -73 seule; (2) AP-1 purifiée; (3) 

HEL; (4) Jurkat; (5) Molt-3; (6) Raji; (7) K562; (8) U937. 
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Afin de démontrer la spécificité de l'interaction entre la sonde -73 et le complexe 

protéique préalablement mis en évidence, nous avons réalisé des expériences de 

compétitions avec un excès des sondes froides -73 et TRE. Nous avons également 

synthétisé pour chaque sonde une variante mutée au niveau du site de fixation 

potentiel TRE (voir Matériel et Méthodes). 

Le mélange réactionnel entre les extraits nucléaires provenant de la lignée leucémique 

K562 et la sonde -73 radiomarquée, a été préincubé en présence d'un excès des 

différentes sondes froides. Les compétitions avec un excès des sondes TRE ou -73 

froides font disparaître le complexe protéique ex (Figure 21, pistes 3 et 5), alors qu'un 

excès de sonde TRE mutée froide ou - 73 mutée froide ne modifie pas les liaisons 

protéines/ADN (Figure 21, pistes 4 et 6) démontrant la spécificité du binding 

préalablement observé. 

Ces résultats confirment la spécificité de l'interaction entre le site APlITRE du 

fragment -73 du promoteur du gène GSTPl et le complexe protéique contenu 

dans les extraits nucléaires des cellules K562 et qui appartient à la grande 

famille des protéines AP-l. 
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Figure 21: Spécificité de la liaison entre les protéines nucléaires des cellules K562 
et la sonde -73. 

10 Jlg d'extraits nucléaires des cellules K562 ont été préincubés 16h avec un excès molaire de 500 fois 

des oligonucléotides froids -73, -73 muté, TRE ou TRE muté. Le mélange a ensuite été incubé 15 

minutes à température ambiante avec 0,5 ng de sonde -73 radiomarquée et analysé par retard de 

migration sur gel. (1) sonde -73 seule ; (2) sonde avec extraits nucléaires de K562 ; (3) compétition avec 

-73 froide; (4) compétition avec -73 mut; (5) compétition avec TRE ; (6) compétition avec TRE mut; 

(7) sonde -73 avec AP 1 purifiée. 
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5.3.4. Comparaison de l'activité liante à un promoteur témoin provenant du gène 

de la collagénase 

La séquence AP- l contenue dans le promoteur de GSTPl est identique à la séquence 

consensus TRE. Toutefois, nous avons également utilisé comme sonde radioactive 

marquée en 5', un oligonucléotide double brin provenant du promoteur du gène 

humain de la collagénase et comportant la séquence consensus TRE de façon à vérifier 

que les extraits nucléaires des différentes lignées leucémiques contiennent des facteurs 

de transcription de type AP-l capables de se fixer sur une séquence cible TRE. Ce 

gène de la collagénase est connu pour être régulé par l'intermédiaire du facteur de 

transcription AP-l, qui se fixe sur la séquence consensus TRE. 

Après autoradiographie (Figure 22), nous observons que deux complexes protéiques 

Ca et Ch contenus dans les extraits nucléaires des lignées Jurkat, K562 et U937 (pistes 

4, 7 et 8), sont capables de se fixer sur la sonde TRE. Ces lignées contiennent donc 

différentes protéines de la famille AP-1. Ces résultats autorisent l'hypothèse qui 

consiste à dire que la liaison protéique observée préalablement sur le promoteur basal -

97 puis sur le fragment du promoteur -73 est bien dûe à des facteurs de la famille AP-

1. Par contre, il n' y a pas de fixation d'un complexe protéique de type AP- l à la sonde 

TRE avec les extraits en provenance de Molt-3 ou de Raji (pistes 5 et 6). La protéine 

AP-l purifiée utilisée à la place d'extraits nucléaires forme un complexe Ca en se liant 

à la sonde TRE (piste 2). 

Afin de démontrer la spécificité de l'interaction entre la sonde TRE et le complexe 

protéique préalablement mis en évidence, nous avons réalisé des expériences de 

compétitions avec un excès des sondes froides -73 et TRE. Nous avons également 

synthétisé pour chaque sonde une variante mutée au niveau du site de fixation 

potentiel TRE (voir Matériel et Méthodes). 
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Le mélange réactionnel entre les extraits nucléaires provenant de la lignée leucémique 

U937 et la sonde TRE radiomarquée, a été préincubé en présence d'un excès des 

différentes sondes froides. Les compétitions avec un excès des sondes - 73 ou TRE 

froides font disparaître le complexe protéique Ca (Figure 23, pistes 3 et 5), alors qu'un 

excès de sonde -73 mutée froide ou TRE mutée froide ne modifie pas les liaisons 

protéines/ADN (Figure 23, pistes 4 et 6) démontrant la spécificité du binding 

préalablement observé. 

Ces résultats nous permettent de dire que la liaison protéique observée 

préalablement sur le promoteur basal -97 puis sur le fragment du promoteur -73 

est bien dûe à des facteurs de la famille AP-l. 
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Figure 22 : Liaison de protéines nucléaires des différentes lignées cellulaires à la 
sonde TRE. 

10 /-tg d'extraits nucléaires des différentes lignées ou une fpu d'AP-1 purifiée ont été 

incubés avec 0,75 ng de sonde TRE radiomarquée puis analysés par retard de 

migration sur gel (1) sonde TRE seule; (2) AP-1 purifié; (3) HEL; (4) Jurkat; (5) Molt-

3; (6) Raji; (7) K562; (8) U937. 
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Figure 23 : Spécificité de la liaison entre les protéines nucléaires des cellules U937 
et la sonde TRE. 

la Jlg d'extraits nucléaires des cellules U937 ont été préincubés 16h avec un excès molaire de 500 fois 

des oligonucléotides froids -73, -73 muté, TRE ou TRE muté. Le mélange a ensuite été incubé 15 

minutes à température ambiante avec 0,5 ng de sonde -73 radiomarquée et analysé par retard de 

migration sur gel. (1) sonde -73 seule; (2) sonde avec extraits nucléaires de U937 ; (3) compétition avec 

- 73 froide; (4) compétition avec -73 mut; (5) compétition avec TRE; (6) compétition avec TRE mut. 
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5.3.5. Identification des facteurs de transcription impliqués par supershifts 

Pour tenter d'identifier les protéines contenues dans les extraits nucléaires et qui se 

lient au promoteur GSTP 1, nous avons réalisé des expériences de supershift. Les 

protéines nucléaires ont été préincubées avec un anticorps dirigé contre un des 

composants de AP-I avant d'être incubées avec la sonde radiomarquée. Si l'anticorps 

a reconnu un antigène, l'ensemble protéine nucléaire/ anticorps/sonde va migrer plus 

lentement que le complexe protéine/sonde, et on observera un supershift. Il est 

également possible d'observer la disparition de la liaison de la protéine à la sonde si la 

fixation de l'anticorps sur la protéine gène la reconnaissance protéine/ADN. Les 

expériences de compétition que nous avons réalisées, ont suggéré que les complexes 

protéiques identifiés préalablement pouvaient appartenir à la famille AP-I et/ou avoir 

l'affinité pour la séquence TRE. C'est pourquoi les extraits nucléaires des cellules 

K562 ou U937 exprimant toutes les deux la GSTPI-I ont été préincubés avec des 

anticorps polyclonaux dirigés soit contre famille Jun, soit contre la famille Fos, soit 

contre la famille NF-E2. 

• En utilisant la sonde -73 radiomarquée, la préincubation des extraits nucléaires des 

cellules U937 avec l'anticorps anti-Jun conduit à l'inhibition de la formation du 

complexe supérieur Cl alors que l'existence des deux autres bandes n'est pas 

modifiée (Figure 24 A, comparer pistes 2 et 3). Ces résultats signifieraient qu'une 

protéine de la famille AP-I contenue dans les extraits nucléaires de U937 peut se 

lier à la séquence consensus TRE du promoteur GSTP 1. 

• Nous avons validé nos résulats en utilisant comme témoin positif la protéine AP-I 

purifiée (Promega) capable de se fixer à la sonde -73 du promoteur GSTP 1 (Figure 

24 B) . Avec l'anticorps anti-Jun nous obtenons un supershift qui déplace 
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complètement la bande. Ces résultats nous permettent de valider nos conditions de 

travail (Figure 24 B). 

• D'autres anticorps à notre disposition à ce moment de l'étude et dirigés contre la 

famille fos (Fra-l) ou NF-E2 (p45) produisent également un supershifts (Figure 24 

C). 

Dans cette partie de l'étude, nous avons mis en évidence que des protéines 

contenues dans les extraits nucléaires des cellules leucémiques exprimant GSTP 1, 

pouvaient se lier de façon spécifique au promoteur du gène GSTPl. Nous avons 

également montré que ces complexes protéiques contiennent majoritairement 

Jun, Fra-l et NF-E2p45. 
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Figure 24 : Identification des protéines contenues dans les cellules exprimant la 

GSTP1-1. 

A : 10 /l-g d'extraits nucléaires des cellules U937 ont été préincubés avec un anticorps 

polyclonal dirigé contre Jun : (1) sonde -73 seule; (2) avec extraits nucléaires de 

U937; (3) et avec anti Jun. B : 1 fpu d'AP-1 a été préincubée avec un anticorps anti 

Jun. (Les mélanges ont ensuite été incubés avec 0,75 ng de sonde -73 radiomarquée 

puis analysés par retard de migration sur gel). (4) sonde -73 seule, (5) avec AP-1; (6) 

et avec un anticorps anti Jun. C : 10 /kg d'extraits nucléaires des cellules K562 sont 

préincubés avec 4 /kg d'anticorps anti-Fra-1 ou anti-NF-E2 p45 à 4°C pendant 20 

minutes. Puis les mélanges sont incubés pendant 15 minutes avec 0,25 ng de sonde -73 

radiomarquée et analysés par retard de migration sur gel. (7) sonde -73 seule; (8) avec 

extraits nucléaires de K562; (9) avec anti-Fra-1; (10) ou avec anti-NF-E2 p45. 
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5.4. Inductibilité de l'expression de la GSTP1-1 par les esters de phorbol 

Jusqu'à présent nous avons étudié l'expression basale de la GSTPl-l dans nos 

modèles cellulaires. Pour la suite de notre travail, nous avons décidé de nous intéresser 

également aux mécanismes qui contrôlent l'expression du gène GSTP 1 en cas de 

stimulation des cellules par un stress. Les cellules ont été traitées par le TPA, qui est 

un promoteur de tumeur connu pour activer la fixation de AP-l sur le site TRE, et 

pour activer alors l'expression des gènes dont le promoteur contient cet élément. 

Différentes études ont déjà mis en évidence que le traitement des cellules K562 par le 

TPA conduit à une augmentation de la liaison de AP-l sur le promoteur de gènes 

spécifiques de la lignée érythroide et une diminution de la liaison de NF-E2 (Mignotte 

et al., 1990; Solomon et al., 1993; Rosson et O'Brien, 1998). L'activité relative de 

chacun de ces facteurs de transcription, qui est définie par le niveau cellulaire de 

chaque facteur et leur état de phosphorylation, détermine vers quelle lignée érythroïde 

ou lymphoïde vont se différencier les cellules K562. La prédominance de NF-E2 

conduit à une différenciation érythroide, alors que la prédominance de AP-l, stimulée 

par le TPA, différencie les cellules K562 vers les mégacaryocytes (Ross on et O'Brien, 

1998). 

5.4.1. Mise au point des conditions de traitement 

Comme nous l'avons précédemment décrit (voir Chapitre 5.1.1.), les cellules K562, 

Jurkat et U937 expriment des taux variables d'un transcript de O.7kb correspondant à 

l'ARNm de la GSTP 1 humaine. Les cellules Molt-3 expriment des taux très faibles de 

cet ARNm, tandis l'ARNm de la GSTP1 est indétectable dans les cellules Raji. Nous 

avons limité notre étude aux cellules K562 et Raji, qui nous semblent représentatives 
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des deux catégories de cellules leucémiques que nous étudions: celles qui expriment et 

celles qui n'expriment pas la GSTPl-l. 

La concentration de 100 nM a été choisie après mise au point en transfectant des 

cellules K562 traitées par des concentrations croissantes de TPA, avec une 

construction associant le promoteur basal du gène de la GSTPl-l et un gène reporter 

luciférase (pGST-97, voir figure 13). Nous avons obtenu une induction maximale de 

l'expression du gène luciférase avec la concentration de 100 nM (Figure 25). Cette 

concentration est en accord avec celle décrite par la littérature, en particulier pour 

l'étude des GST (Bergelson et al. , 1994). 

5.4.2. Induction de l'ARNm de la GSTPl-l 

Nos cellules ont été traitées pendant des temps variables par 100 nM de TPA, puis 

elles ont été lavées par du PBS IX et les ARN totaux ont été extraits. 

• Le traitement des cellules K562 par 100 nM de TPA conduit à une 

augmentation de l' ARN m de GSTP 1. Cette augmentation est dépendante du 

temps puisqu'on l'observe déjà 45 minutes après le début du traitement et elle 

atteint son maximum 16h après le début de la stimulation (Figure 26A). Le 

TPA, dans les cellules K562, active d'une façon semblable l'induction du gène 

mdr1 (augmentation de l'ARNm et expression de la glycoprotéine gp170) avec 

un effet maximal obtenu entre 5 et 10 heures de traitement (Osborn et al., 

1999). 
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Figure 25 Effet de différentes concentrations de TPA sur l'expression d'un gène 

reporter fusionné au promoteur de la GSTPl-1 et transfecté dans les cellules 

K562. 
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5.4.3. Induction de la protéine de la GSTP1-1 

• Notre résultat précédent met en évidence que l'ARNm de la GSTPl-l dans les 

K562 est induit sous l'action du TPA. Nous avons alors étudié l'effet du TPA sur 

la protéine GSTPl-l elle-même. Nous avons traité les cellules par du TPA à 100 

nM pendant différents intervalles de temps puis nous avons lysé les cellules pour 

obtenir les extraits cellulaires que nous avons étudié par Western blot. Nous 

observons une augmentation de la quantité de protéine GSTPl-l à partir de 8 

heures de traitement par leTPA (Figure 27 A). 

• Pour les cellules Raji même traitées à des intervalles prolongés (24h à 48h) (Figure 

27B) aucune expression de la protéine ne peut être observée. 

Nos résultats montrent que le TPA agit d'une façon optimale à une concentration 

de 100 nM et induit une augmentation de l'expression de l'ARNm de GSTPI dans 

les cellules K562, ainsi qu'une légère augmentation de la protéine elle-même. De 

plus, le TPA est sans effet sur les cellules qui n'expriment pas le gène GSTPI à 

l'état de base. 
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Figure 26: Effet du TPA sur l'expression de l'ARNm de la GSTP1-l dans les 

cellules K562. 

A : Analyse des ARNm (10 Ilg) par Northern-blot dans les cellules K562 non traitées 

(1) ou traitées par 100nM de TPA pendant 15 minutes (2), 45 minutes (3), 2 heures 

(4),4 heures (5), 16 heures (6) ou 24 heures (7) . B. Après quantification du signal pour 

chaque ARNm (sur Cyclone, Canberra-Packard), le rapport des signaux obtenus pour 

les ARNm de GST et de GAPDH à chaque temps, est représenté. 
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Figure 27 : Effet du TPA sur l'expression de la protéine de la GSTPl-l dans les 

cellules K562 et Raji . 

A : Les cellules K562 ont été cultivées 24h sans sérum (2 à 9) puis traitées par 100nM 

de TPA pendant des temps variables. Un témoin correspondant aux cellules cultivées 

dans un milieu supplémenté de 10 % de SVF a été ajouté (1), temps 0 (2), 15 min (3), 

45 min (4), 2h (5), 4h (6), 8h (7) , 16h (8) et 24h (9). B : Les cellules Raji ont été 

cultivées 24h sans sérum (2 à 5) puis traitées par 100nM de TPA pendant des temps 

variables. Un témoin correspondant aux cellules Raji cultivées dans un milieu 

supplémenté de 10 % de SVF a été ajouté (1), temps 0 (2), 4h (3), 22h (4), 48h (5), 

témoin K562 (6). 
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5.4.4. Effet du TPA sur l'activité du promoteur GSTPl 

Afin de savoir si l'augmentation de l'expression de l'ARNm de GSTP1 par le TPA est 

régulée au niveau transcriptionnel, nous avons transfecté les cellules K562 par les 

différentes constructions déjà utilisées (voir Figure 13). 32h après la transfection, les 

cellules transfectées ont été traitées par 100 nM de TP A pendant 16h, puis les cellules 

ont été récoltées, soit 48 heures après la transfection, pour la mesure de l'activité 

luciférase. 

Dans la mesure où le traitement par le TPA influence également l'activité du gène 

codant pour la B-galactosidase (pCMVBgal), l'activité luciférase est exprimée par 

rapport à la concentration de protéines contenues dans l'extrait cellulaire, au lieu 

d'être exprimée par rapport à l' activité ~-galactosidase. Dans les cellules K562 traitées 

au TPA, l'activité luciférase est augmentée de 18 fois par rapport aux cellules non 

traitées pour la construction pGST-97. Ces résultats suggèrent pour la première fois 

que le promoteur GSTP 1 contient une séquence inductible par le TPA, dans une lignée 

leucémique humaine (Figure 28). 

Il nous paraît donc probable que le site AP-lITRE du promoteur de GSTP 1 est un site 

qui permet de réguler l'expression de la GSTP 1-1 en fonction des différents messages 

qui arrivent à la cellule dans les cellules leucémiques. Morrow et al. (1990) avaient 

réalisé dans des cellules HeLa, des transfections de constructions contenant le 

fragment du promoteur - 8 à - 80 (par rapport au site de début de transcription); bien 

qu'ils aient mesuré l'expression du plasmide reporter par rapport à la quantité de 

protéines contenues dans les échantillons, ils n'ont pas mis en évidence d'effet du TP A 

sur l'expression de GSTP 1. Ils en ont conclu que le site AP-1 du promoteur GSTP 1 ne 

répondait pas au TPA. Nos résultats montrent que cet effet du TPA est 

146 



pGST -1175 -Mut 

pGST -1175 

pGST - 516 

pGST - 97 

pGST - 61 
D Sérum 10 % 

[SI Sérum 0,1 % 

ID TPA (100nM) 

o 5000 10000 15000 

Activité Luciférase relative 

Figure 28: Activité transcriptionnelle des différents fragments du promoteur 
GSTPl en réponse au TPA. 

Les cellules K562 ont été cultivées avec 0,1 % de sérum de veau fœtal pendant 16h 

avant d'être transfectées par les différentes constructions (décrites dans la Figure 13). 

Après 32h, les cellules ont alors été traitées pendant 16h par 100 nM de TPA. 

L'activité luciférase est mesurée 48h après la transfection. L'activité luciférase est 

exprimée en pourcentage d'augmentation par rapport à l'activité observée pour la 

même construction sans traitement, standardisée par rapport à la quantité de protéines 

et fixée à 100%. 
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dépendant du type cellulaire étudié. En effet, McCoy et al. (1995) ont traité des K562 

par 16 nM de TP A après les avoir transfectées avec une construction associant 

luciférase et promoteur mdr 1. L'activation de la luciférase commence dès 5 heures de 

traitement et augmente progressivement jusqu'à atteindre une induction d'environ 14 

fois après 10h et 38 fois après 24h de traitement. 

L'induction de l'activité luciférase la plus forte (c'est-à-dire 18 fois) est obtenue avec 

les constructions contenant les plus petits fragments du promoteur (pGST -97), ce qui 

signifie que ces fragments contiennent les éléments nécessaires à l'induction du gène 

GSTP 1 par le TP A. Avec des constructions contenant des fragments plus grands du 

promoteur (pGST-516), nous observons une induction de l'activité luciférase toujours 

forte (13 fois) légèrement plus faible que celle observée avec pGST-97. Enfin, avec la 

plus grande construction testée, pGST-1175, l'induction n'est plus que de 8 fois. Il est 

donc probable que des éléments de régulation négatifs et répondants au TPA se 

trouvent dans la région du promoteur située entre -97 et -1175. Ces résultats sont en 

désaccord avec ceux de Morrow et al. (1990), qui n'ont pas pu mettre en évidence de 

réponse au TP A dans le promoteur GSTP 1 dans la lignée de cancer du col HeLa, bien 

qu'ils aient travaillé avec une construction contenant 2200 bases en amont du site de 

départ de la transcription. 

Nos résultats montrent pour la première fois que le TPA active le promoteur du 

gène GS T Pl humain dans une lignée leucémique, et que les éléments qui 

répondent positivement au TP A se situent au niveau du promoteur minimal - 97. 
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5.4.4. Induction des facteurs de transcription par le TPA 

Nous avons montré que le TPA induit l'activité du promoteur minimal pGST-97 dans 

les cellules K562. Or nous avons déjà vu que ce promoteur contient plusieurs sites 

potentiels de liaison pour des facteurs de transcription. En l'absence de toute 

stimulation, plusieurs complexes protéiques contenus dans les extraits nucléaires des 

différentes lignées leucémiques, se fixent sur la sonde -73 (voir chapitre 5.3.5). Des 

expériences de retard de migration sur gel ont été réalisés avec la sonde -73 pour 

déterminer si l'induction par le TPA du promoteur GSTP 1 est la conséquence d'une 

augmentation de la liaison des protéines nucléaires au promoteur GSTP 1 ou d'une 

fixation de nouvelles protéines nucléaires. 

• Pour les K562 traitées au TPA, nous observons une induction de la liaison des 

protéines nucléaires aux deux sondes - 73 (Figure 29) et TRE (Figure 30). 

• Pour la sonde - 73 (Figure 29A), seule la fixation du complexe supérieur Cx 

est induite par le traitement. Le maximum de fixation est observé pour les 

extraits de cellules traitées pendant 2h. Ces résultats sont contradictoires avec 

les conclusions de Morrow et al. (1990) qui montraient que le promoteur de 

GSTP 1 n'est pas inductible au TPA dans leur système cellulaire. Toutefois cela 

n'avait jamais été étudié dans le cas de leucémies humaines, et nos résultats qui 

diffèrent selon la lignée étudiée prouvent que l'effet du TPA est peut-être 

dépendant du type cellulaire. Le TPA agit par l'intermédiaire de la PKC et 

induit l'expression de c-jun et c-fos dans des cellules d'hépatome murin 

(Puga et al., 1992). Des expériences de compétition avec des sondes froides 

-73 et TRE ainsi que leur homologues mutés démontrent la spécificité du 

complexe protéique préalablement observé (Figure 29B). 
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• Pour la sonde TRE, après autoradiographie (Figure 30A), nous observons que 

deux complexes protéiques Ca et Cb contenus dans les extraits nucléaires de la 

lignée K562 sont capables de se fixer sur la sonde TRE. A partir de 15min de 

traitement, nous pouvons observer la formation d'un complexe protéique 

majeur qui s'amplifie en fonction du temps. Le complexe CB disparaît et 

devient minoritaire. De nouveau une approche par compétition permet de 

mettre en évidence la spécificité du complexe protéique observé (Figure 30B). 

Le traitement par le TPA (100nM, 16h) des cellules Raji n'entraîne aucune 

modification du profil de liaison des extraits nucléaires traités à la sonde -73 ou à la 

sonde TRE par rapport aux cellules non traitées (Figure 31A). Nous avons vu que le 

TPA ne modifie pas l'expression de la protéine et n'active pas l'expression du gène 

luciférase. Le fait que la liaison des protéines nucléaires au promoteur dans ces 

cellules n'est pas modifiée par le traitement au TPA permet donc de conclure que la 

TPA n'active pas le promoteur GSTP 1 dans les cellules Raji. 

Toutefois avec la sonde TRE, une faible et transitoire induction du complexe Ca peut 

être observé vers 2h de traitement (Figure 31B, comparer pistes 3 et 4 à 7 et 8) si l'on 

compare cellules K562 et Raji.. 
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Figure 29: Effet du traitement par le TPA sur la fixation des protéines nucléaires des cellules 

KS62 (sonde -73). 

A: 10 ~g d'extraits nucléaires des cellules K562 cultivées pendant 24h (Sérum 0,01 %), traitées 

pendant des temps variable au TPA (100 nM) et incubés avec 0,3 ng de sonde -73 pendant 15 minutes. 

(1) sonde -73 seule; (2) avec extraits nucléaires de K562 cultivées (Sérum 10 %); (3 à 7) temps de 

traitement au TPA 100 nM comme indiqués. B : 10 J.lg d'extraits nucléaires de cellules K562 ont été 

préincubés 16h avec un excès molaire de 500 fois d'oligonucléotides froids. Le mélange a été incubé 15 

minutes à température ambiante avec 0,5 ng de sonde -73 radiomarquée. (1) sonde avec extraits 

nucléaires de K562 ; (2) traitement au TPA 100 nM Temps 0, (3) traitement au TPA 100 nM 2h, (4) 

compétition avec -73 froide; (5) compétition avec -73 mut; (6) compétition avec TRE ; (7) 

compétition avec TRE mut. 
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Figure 30: Effet du traitement par le TPA sur la fixation des protéines nucléaires des cellules 

KS62 (sonde TRE). 

A: 10 /-tg d'extraits nucléaires des cellules K562 cultivées pendant 24h (Sérum 0,01 %), traitées 

pendant des temps variable au TPA (100 nM) et incubés avec 1 ng de sonde TRE pendant 15 minutes. 

(1) sonde -73 seule; (2 à 6) temps de traitement au TPA 100 nM comme indiqués. B : 10 JLg d'extraits 

nucléaires de cellules K562 ont été préincubés 16h avec un excès molaire de 500 fois d'oligonucléotides 

froids ou avec 4 JLg d'anticorps à 4°C pendant 20 minutes à 4°C. Le mélange a été incubé 15 minutes à 

température ambiante avec 1 ng de sonde TRE radiomarquée. (1) sonde TRE avec extraits nucléaires de 

K562 (Sérum 10 %); (2) traitement au TPA 100 nM Temps 0, (3) traitement au TPA 100 nM 4h, (4) 

compétition avec -73 froide ; (5) compétition avec -73 mut ; (6) compétition avec TREmut ; (7) 

compétition avec TRE, (8) supershift avec c-jun, (9) supershift avec junD. 
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Figure 31: Effet du traitement par le TPA sur la fixation des protéines nucléaires des cellules 

Raji (sonde -73). 

A: 10 Ilg d'extraits nucléaires des cellules Raji cultivées pendant 24h (Sérum 0,01 %), traitées pendant 

des temps variable au TPA (100 nM) et incubés avec 0,25 ng de sonde -73 pendant 15 minutes. (1) 

sonde -73 seule; (2) avec extraits nucléaires de Raji cultivées (Sérum 10 %); (3 à 7) temps de traitement 

au TPA 100 nM comme indiqués. B: Comparaison de l'effet du traitement par le TPA sur la 

fixation des protéines nucléaires des cellules K562 et Raji (sonde TRE). 10 Ilg d'extraits nucléaires 

des cellules K562 ou Raji cultivées au préalable pendant 24h (Sérum 0,01 %) puis traitées au TPA 100 

nM sont incubés avec 0,25 ng de sonde TRE pendant 15 minutes puis analysés par retard de migration 

sur gel. (1) sonde TRE seule; (2) avec extraits nucléaires de K562 (Sérum 0,01 %); (3) avec extraits 

nucléaires de K562 traitées pendant 2h, (4) ou pendant 4h au TPA, (5) sonde TRE seule; (6) avec 

extraits nucléaires de Raji (Sérum 0,01 %); (7) avec extraits nucléaires de Raji traitées pendant 2h au 

TPA, (8) ou pendant 4h. 
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5.4.5. Identification des complexes protéiques après traitement au TP A 

Afin de déterminer le type de protéines nucléaires capables de se fixer sur le 

promoteur de la GSTPI après traitement au TPA (100 nM) nous avons entrepris de 

expériences de supershift en utilisant des anticorps dirigés contre les familles de 

facteurs de transcription Jun, Fos NF-E2 et NF-E2 related (NRF). 

• En ce qui concerne les facteurs de transcription de la famille Jun, les supershifts 

montrent que le complexe Cxlié à la sonde -73 et induit par le traitement au TPA 

est composé de la protéine c-jun (Figure 32, piste 4). Le même type de résultat a 

pu être mis en évidence en réalisant des supershifts avec une sonde TRE (voir 

figure 30, piste 8). Avec cette sonde un supershift de JunD peut être mis en 

évidence. Ce type de supershift n'existe pas avec la sonde - 73 (Figure 32, piste 5). 

• En ce qui concerne les facteurs de transcription de la famille Fos, les supershifts 

montrent que le complexe Cx contient une quantité nettement plus faible de Fra-l 

lié à la sonde -73 après traitement au TPA (Figure 32, piste 9). Les autres 

membres de la familles Fos (c-fos, FosB, et Fra-2 ne sont pas impliqués dans le 

complexe observé. 

• En ce qui concerne les facteurs de transcription de la famille NF-E2 p45 et related, 

nous obtenons un supershift avec l'anticorps anti-NF-E2p45 qui déplace le 

complexe Cy lié à -73 (Figure 33, piste 6) sans obtenir de supershift avec la sous

unité p18, ni avec Nrf-l et 2. 

Cirillo et al.(1999) ont montré dans des cellules HepG2 que le traitement au TPA 

entraîne une augmentation de la fixation de c-Jun et de Fra-l sur le promoteur du gène 
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uPA. Ces mêmes auteurs ont mis en évidence que c-Jun est phosphorylé sur le résidu 

Ser73 et par conséquent activé par le TPA pendant la première heure de traitement. 

Ces résultats montrent que le TP A active la liaison d'un complexe composé de c

jun, qui peut alors induire la transcription du gène GSTPl, et la fixation d'une 

protéine NF-E2p45, ce qui rend cet effet du TPA sur le gène GSTPl spécifique 

des lignées hématopïétiques. 
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Figure 32 : Supershifts avec les anticorps dirigés contre la famille Jun ou Fos. 

10 Jlg d'extraits nucléaires de K562 non traitées ou traitées pendant 2h avec 100nM de TPA, sont 

préincubés avec 4 Jlg d'anticorps anti c-jun, anti JunB, junD, FosB, Fra-1 Fra-2 ou anti c-fos à 4°C 

pendant 20 minutes à 4°C. Puis les mélanges sont incubés pendant 15 minutes avec la sonde -73 

radiomarquée (0,5 ng) à température ambiante. La migration est faite en gel de polyacrylamide à 5%, 

puis le gel est sèché et exposé 1 nuit avec le film Kodak X-Omat. (1) sonde -73 seule; (2) sonde avec 

K562; (3) à (10) : K562 traitées 2h au TPA(3) sonde avec K562 traitées; (4) supershift avec anti c-Jun; 

(5) supershift avec anti JunB; (6) supershift avec anti-JunD; (7) supershift avec anti c-Fos; (8) supershift 

avec anti FosB; (9) supershift avec anti Fra-l; (10) supershift avec anti Fra-2. 

Supershift 

... 

.-
Complexe 
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Figure 33: Supershifts avec les anticorps contre les protéines NF -E2. 

10 Jlg d'extraits nucléaires de K562 non traitées ou traitées pendant 2h avec 100nM de TPA, sont 

préincubés avec 4 Jlg d'anticorps anti NF-E2 pI8, anti NF-E2 p45, anri- Nrfl, ou anti Nrf2 pendant 20 

minutes à 4°C. Puis les mélanges sont incubés pendant 15 minutes avec la sonde -73 radiomarquée 

(0,67 ng) à température ambiante. La migration est faite en gel de polyacrylamide à 5%, puis le gel est 

sèché et exposé 1 nuit avec le film Kodak X-Omat. (1) sonde -73 seule; (2) sonde avec K562; (3) sonde 

avec K562 prétraitées 24h sans sérum; (4) à (8) K562 prétraitées 24h sans sérum puis traitées 2h au 

TPA ;(4) sonde avec K562 traitées; (5) supershift avec anti NF-E2 pI8; (6) supershift avec anti-NF-E2 

p45; (7) supershift avec anti-Nrfl; (8) supershift avec anti Nrf2. 
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5.5. Traitement des cellules par la Doxorubicine ou par un stress oxydant 

Il a déjà été montré que l'expression du gène GSTA1 et du gène GSTP chez le rat sont 

• 
sous le contrôle du stress oxydant, en particulier des radicaux hydroxyles OH (Pinkus 

et aL, 1996; Nakamura et al;, 2000). Le stress oxydant augmente l'expression d'autres 

gènes codant pour des enzymes antioxydantes, telles que la y-glutamyl cystéine 

synthétase, l'hème oxygénase ou la protéine hsp90 (Nakamura et al., 2000). Il est 

donc de plus en plus accepté que le stress oxydant stimule une grande variété de voies 

de transduction du signal et un large éventail d'effets biologiques. Nous avons choisi 

trois molécules génératrices du stress oxydant (peroxyde d'hydrogène, TBHQ, et 

doxorubicine) et nous avons voulu observer les effets exercés sur l'expression de la 

GSTPl-l. 

• Cas des cellules K562 

• Traitement par la doxorubicine 

Nous avons traité les cellules K562 par de la doxorubicine 2 !lM pendant des 

temps variables, en l'absence de sérum. Les extraits nucléaires ont été préparés 

comme précédemment et des expériences de retard de migration sur gel ont été 

réalisées avec la sonde -73. 

En ce qui concerne la sonde -73, la Figure 34A montre que la doxorubicine 

augmente la fixation du complexe protéique Cx sur le promoteur GSTP 1 après 45 

minutes de traitement des cellules; cette fixation est maximale à 2h, puis décroit 

ensuite. Ce complexe est semblable à celui induit par le traitement au TP A. Pinkus 

et al. (1995) ont montré que la doxorubicine chez le rat entraîne une augmentation 

de la liaison d'AP-l sur son site de reconnaissance dans le promoteur GSTYa, et 

que cet effet passe par une production de radicaux libres. 
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En ce qui concerne la sonde TRE, nous pouvons observer un double phénomène 

(Figure 34B), avec une induction rapide et durable du complexe Ca entre 15min et 

4h et une augmentation retardée du complexe Cb qui atteint un maximum ver 2h 

pour décroitre ensuite. 

• Traitement par le peroxyde d'hydrogène 

Nous avons traité les cellules K562 par l'H202 pendant des temps variables. Les 

extraits nucléaires ont été préparés comme précédemment et des expériences de 

retard de migration sur gel ont été réalisées avec la sonde -73 et TRE. 

En ce qui concerne la sonde - 73, la Figure 35A montre que l'H202 augmente la 

fixation du complexe protéique Cx sur le promoteur GSTP 1 transitoirement avec 

un maximum à 2h de traitement. Ce complexe est semblable à celui induit par le 

traitement au TP A. Le maximum de fixation est bien obtenu au même temps 

qu'avec la doxorubicine mais il semble que l'effet du H20 2 soit plus ponctuel, ce 

qui laisserait supposer un mode d'action différent. 

En ce qui concerne la sonde TRE, nous pouvons observer (Figure 35B) une 

induction rapide et durable du complexe Ca entre 15min et 4h et une dispartition 

du complexe Cb. 

• Traitement par le TBHQ 

Nous avons alors traité les K562 par 30 /lM de TBHQ (Figure 36) pendant des 

temps variables. Les extraits nucléaires ont été préparés comme précédemment et 

des expériences de retard de migration sur gel ont été réalisées avec la sonde -73 

etTRE. 
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En ce qui concerne la sonde -73, la Figure 36A montre que le TBHQ augmente la 

fixation du complexe protéique Cx sur le promoteur OSTP 1 transitoirement avec 

un maximum vers 4h de traitement. Ce complexe est semblable à celui induit par 

le traitement au TP A. 

En ce qui concerne la sonde TRE, nous pouvons observer (Figure 35B) une 

induction rapide et durable du complexe Ca entre 15min et 4h et une induction 

tardive vers 4h de traitement du complexe Cb. D'après Yoshioka et al. (1995), le 

TBHQ augmente les ARNm de c-jun, junB, fra -1 etfra-2 après au moins 3 h de 

traitement, ce qui n'est pas tout à fait compatible avec nos résultats. Pinkus et al. 

(1996) ont montré que le TBHQ agissait en produisant du peroxyde d'hydrogène 

avant de produire des radicaux hydroxyles, ce qui pourrait expliquer en partie le 

décalage de l'effet entre le TBHQ et la doxorubicine ou le H20 2• De plus ces 

mêmes auteurs ont montré que l'activation de la OST Ya du rat par le TBHQ passe 

également par une activation de NF-KB. Chez l'homme, Xia et al. (1996) ont mis 

en évidence un élément NF-KB like qui répond au stress oxydant produit par H20 2• 

Toutefois ils n'ont pas étudié la fixation des facteurs de transcription au 

promoteur. Pour d'autres auteurs cet élément fonctionnerait plutôt comme un 

inhibiteur du promoteur OSTP 1 (Moffat et al., 1996-2) et ne peut pas être impliqué 

dans la réponse au stress oxydant. 

• Cas des cellules Raji 

Nous avons réalisé les mêmes traitements avec des cellules Raji en culture (Figure 37) 

en utilisant le fragment -73 comme sonde radioactive. Les mêmes concentrations et 

les mêmes temps de traitement n'ont pas entraîné la fixation de complexes protéiques 

spécifiques sur le fragment -73. 

160 



Ces résultats préliminaires montrent que la Doxorubicine, le TBHQ et le 

peroxyde d'hydrogène activent la liaison d'un complexe protéique comparable à 

celui qui est induit par le TPA dans les cellules K562 capables d'exprimer la 

GSTPl-l. Les cinétiques de liaison sur les sondes -73 et TRE diffèrent 

légèrement d'un composé à l'autre. 

Par contre pour la lignée leucémique Raji, aucune fixation d'un complexe 

protéique spécifique ne se produit. 
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Figure 34: Effet du traitement par la doxorubicine sur la fixation des protéines nucléaires des 

cellules KS62 (sondes -73 et TRE). 

A: 10 J1-g d'extraits nucléaires des cellules K562 cultivées pendant 24h (Sérum 0,01 %), traitées 

pendant des temps variable à la doxorubicine (2 J1-M) et incubés avec 0,3 ng de sonde - 73 pendant 15 

minutes. (1) sonde -73 seule; (2) avec extraits nucléaires de K562 (Sérum 10 %); Temps de traitement à 

la doxorubicine (2 J1-M) comme indiqués. B : Effet du traitement par la doxorubicine sur la fixation des 

protéines nucléaires des cellules K562 (sonde TRE). 10 J1-g d'extraits nucléaires des cellules K562 

cultivées pendant 24h (Sérum 0,01 %), traitées pendant des temps variable à la doxorubicine (2 J1-M) et 

incubés avec 1 ng de sonde TRE pendant 15 minutes. (1) sonde -73 seule; Temps de traitement à la 

doxorubicine (2 J1-M) comme indiqués. 
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Figure 35: Effet du traitement par 1'820 2 sur la fixation des protéines nucléaires des cellules 

KS62 (sonde -73). 

A: 10 fJ-g d'extraits nucléaires des cellules K562 cultivées pendant 24h (Sérum 0,01 %), traitées 

pendant des temps variable par l'H20 2 (1 mM) et incubés avec 0,3 ng de sonde -73 pendant 15 minutes. 

(1) sonde -73 seule; (2) avec extraits nucléaires de K562 (Sérum 10 %); Temps de traitement par l'H20 2 

(1 mM) comme indiqués. B : Effet du traitement par par l'H20 2 sur la fixation des protéines nucléaires 

des cellules K562 (sonde TRE). 10 fJ-g d'extraits nucléaires des cellules K562 cultivées pendant 24h 

(Sérum 0,01 %), traitées pendant des temps variable par l'H20 2 (1 mM) et incubés avec 1 ng de sonde 

TRE pendant 15 minutes. (1) sonde -73 seule; Temps de traitement par l'H20 2 (1 mM) comme 

indiqués. 
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Figure 36 : Effet du traitement par le TBHQ sur la fixation des protéines nucléaires des cellules 

KS62 (sonde -73). A : 10 J!g d'extraits nucléaires des cellules K562 cultivées pendant 24h (Sérum 0,01 

%), traitées pendant des temps variable par le TBHQ (30 J!M) et incubés avec 0,3 ng de sonde -73 

pendant 15 minutes. (1) sonde -73 seule; (2) avec extraits nucléaires de K562 (Sérum 10 %); Temps de 

traitement par le TBHQ (30 J!M) comme indiqués. B : Effet du traitement par par le TBHQ sur la 

fixation des protéines nucléaires des cellules K562 (sonde TRE). 10 J!g d'extraits nucléaires des cellules 

K562 cultivées pendant 24h (Sérum 0,01 %), traitées pendant des temps variable par le TBHQ (30 j.tM) 

et incubés avec 1 ng de sonde TRE pendant 15 minutes. (1) sonde -73 seule; Temps de traitement par le 

TBHQ (30 j.tM) comme indiqués. 
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Doxorubicine (2 ItM) TBHQ (30 ItM) 

1 2 TO lSmin 4Smin 2h 4h lSmin 4Smin 2h 4h lSmin 4Smin 2h 4h 

Figure 37: Effet de différents traitements sur la fixation des protéines nucléaires 
des cellules Raji (sonde -73). 

10 /lg d'extraits nucléaires des cellules Raji cultivées pendant 24h (Sérum 0,01 %), 

traitées pendant des temps variable par le TBHQ (30 /lM) et incubés avec 0,3 ng de 

sonde -73 pendant 15 minutes. (1) sonde -73 seule; (2) témoin avec extraits nucléaires 

de K562 (Sérum 10 %); (3) témoin avec extraits nucléaires de K562 (Sérum 0,01 

%) sans traitement; Traitements et temps de traitement comme indiqués. 
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6. DISCUSSION 
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L'idée directrice de notre travail est de mettre en évidence la régulation de 

l'expression de la GSTPl-l, enzyme impliquée dans la cancérogénèse et la résistance 

aux antinéoplasiques, dans des cellules leucémiques humaines. 

Partie 1 : Expression du gène et de la protéine 

Nous avons montré que certaines lignées cellulaires expriment l'ARNm de la 

GSTPl-l (K562, U937, Jurkat), ainsi que la protéine elle-même, alors que 

d'autres lignées (Raji et Molt-3) n'expriment pas cette enzyme. Dans toutes les 

cellules de patients étudiées, on retrouve par Western-blot une expression de la 

protéine GSTPl-l. Toutefois, il est probable que chez les patients également, il existe 

une expression différentielle du gène GSTP 1 selon le type de leucémie dont ils sont 

atteints. Ainsi, selon Marie et al. (1995), l'ARNm de GSTP 1 est exprimé dans les 

lymphocytes B et T circulants chez les sujets sains, alors que son expression est très 

diminuée dans les lymphocytes B de patients atteints de leucémie lymphoïde 

chronique B. Cette diminution n'est pas retrouvée dans les lymphocytes de patients 

atteints de leucémie lymphoïde chronique T (Silber et al., 1992). Des différences 

d'expression de la GSTPl-l entre différentes lignées d'un même type cellulaire ont 

aussi été retrouvées pour des cellules non hématopoiétiques: comme des tumeurs 

primaires de cancer du sein (Moscow et al., 1988). De plus, une différence 

d'expression de l'ARNm codant pour la GSTPl-l a été observée dans deux lignées de 

cancer du sein VCREMS et MCF7. L'ARNm de la GSTPl-l reste in détectable dans la 

lignée MCF-7, alors qu'il est exprimé dans les VCREMS. Cette différence est corrélée 

à la différence d'expression de la protéine GSTPl-l elle-même (Morrow et al., 1996). 

Les différences d'expression de la GSTPl-l pourraient être liées à des différences 

d'expression du recepteur aux estrogènes dans le cas des tumeurs mammaires. 
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Partie II : Expression et activité transcriptionnelle 

Nous avons également déterminé que le promoteur minimal du gène GSTPl, 

contenu dans la construction pGST-97, est capable d'activer l'expression du gène 

reporter luciférase à un taux élevé et le fait d'utiliser des constructions plus 

complètes ne change que peu le résultat. Ces résultats sont en accord avec ceux 

obtenus par Morrow et al (1992) qui avaient transfecté deux lignées MCF-7 et 

HS578T avec des constructions contenant les séquences allant de -8 jusqu'à -2203 pb. 

Toutefois, dans cette étude, les taux de transcription étaient similaires pour les deux 

lignées, alors que les cellules MCF-7 n'expriment pas le messager G S T P 1 

contrairement aux cellules HS578T. Ces résultats pourraient s'expliquer par des 

mécanismes de régulation post-transcriptionnelles qui restent à être élucidés. Nos 

constructions ne contiennent que des séquences allant jusqu'à -1175 pb alors qu'il a 

été montré que des éléments de régulation positifs ou négatifs se trouvent parfois à 

plusieurs milliers de pb du site de début de la transcription. Il est parfaitement 

imaginable que de telles séquences, qui restent à être mises en évidence, influencent in 

vivo la régulation transcriptionnelle de l'expression du gène GSTP 1, ce qui 

expliquerait notamment que l'activité du promoteur GSTP 1 ne soit pas nulle dans les 

Raji, alors que ces cellules n'expriment pas d'ARNm. 

Une étude menée par Jhaveri et Morrow (1998-1) a mis en évidence que des 

mécanismes de régulation post-transcriptionnelle des gènes sont certainement 

impliqués dans l'expression de la GSTP1-1, tout au moins dans le cas du cancer du 

sein. Après transfection transitoire de constructions associant à un gène reporter 2203 

pb du promoteur GSTP 1 en 5' et 316 pb de séquences flanquantes en 3', les auteurs 

n'ont pas pu mettre en évidence de différence significative d'activité du promoteur 

GSTP 1 permettant d'expliquer que les cellules de la lignée VCREMS expriment la 

GSTP1 -1, alors que celles de la lignée MCF-7 ne l'expriment pas. Enfin, après 
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transfection stable d'un mini -gène codant pour la GSTP 1-1 (qui contient tous les 

introns et les exons, le promoteur et les séquences flanquantes 3' et 5'), l'ARNm 

transcrit à partir de ce mini-gène présente une stabilité très élevée dans les deux 

lignées VCREMS et MCF-7. 

Par ailleurs, la méthylation du promoteur est responsable de la régulation de 

l'expression de la GSTP1-1 dans de nombreux types cellulaires (Millar et al., 2000). 

Dans les cellules de cancer de la prostate, la méthylation des ilâts CpG du promoteur 

est à l'origine de l'inhibition de l'expression de la GSTP1-1 (Lee et al. , 1994; Millar 

et al., 1999), de même que la méthylation du promoteur empêche l'expression de la 

GSTP1-1 dans les hépatocarcinomes (Tchou et al., 2000). Récemment Esteller et al. 

(1998) ont suggéré que l' hyperméthylation du promoteur de la GSTPl-1 pourrait être 

responsable de l'inactivation génique de l'expression de la GSTP1-1 dans le cas des 

carcinomes mammaires et rénaux. 

Partie III : Expression et méthylation du promoteur 

Dans les lignées leucémiques, nos résultats montrent que les cellules Raji et Molt-

3 qui n'expriment pas la GSTPl-l ont un promoteur hyperméthylé, alors que les 

cellules K562 ont un promoteur partiellement déméthylé et que les cellules U937 

et Jurkat ont un promoteur très méthylé. Nous en déduisons que l'absence 

d'expression de la GSTP1-1 peut être corrélée à l'hyperméthylation du promoteur, 

mais que ce mécanisme épigénétique n'est pas suffisant pour inhiber l'expression du 

gène GSTP 1 dans les cellules leucémiques. Esteller et al. (1998) ont montré que les 

leucémies et les lymphomes présentaient presque toujours un promoteur non méthylé. 

Toutefois leur étude porte sur des lignées dont la nature n'est pas précisée, et aucune 

relation avec l'expression de la GSTP1-1 n'a été faite, ni pour les patients, ni pour les 

lignées étudiés. D'autre part, la région de l'ADN explorée n'est pas exactement la 

même que celle que nous avons étudiée; nous avons travaillé avec le promoteur basal 

nécessaire et suffisant à l'expression du gène. Enfin la technique de PCR spécifique de 
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la méthylation que les auteurs ont employée, ne permet pas de définir avec précision 

quel di nucléotide est méthylé ou pas. Pour toutes ces raisons nous estimons que les 

résultats d'Esteller et al.(1998) et les nôtres ne sont pas contradictoires. Melki et al. 

(1999) ont montré que le gène GSTP 1 est déméthylé chez les 12 patients atteints de 

LAM qu'ils ont étudiés. Nous n'avons pas de lignées correspondant à ce type de 

pathologies, et dans leur étude, les auteurs ne montrent pas si cette déméthylation est 

corrélée à une expression de la GSTPl-1 ou pas. 

Pour les tumeurs du sein et du rein qu'Esteller et al. (1998) ont également étudiées, les 

cellules qui expriment la GSTP 1-1 ont un promoteur GSTP 1 non méthy lé. La relation 

entre hyperméthylation et non expression du gène GSTP 1, ou déméthylation et 

expression de GSTP 1 a été confirmée dans les cancers du sein par Jhaveri et Morrow 

(1998-2) qui ont montré qu'un traitement des cellules présentant un promoteur GSTP 1 

méthylé, par l'agent déméthylant 5-aza-déoxycytidine, s'accompagne d'une 

déméthylation du gène et d'une activation de l'expression de la GSTPl - l. 

Toutefois, l'hypométhylation d'un gène n'est pas toujours suffisante à elle seule pour 

permettre l'expression de ce gène, comme nous pouvons le déduire des résultats 

obtenus avec les K562. 1anello et al. (1997; 2000) ont montré que la déméthylation 

d'un gène codant pour une enzyme nécessaire à la spermatogénèse, précède de 

plusieurs jours l'expression du gène et que la fixation de facteurs de transcription au 

promoteur de ce gène est également une étape nécessaire à l'expression de ce gène. 

Dans leurs expériences, lorsque plus de 60% du promoteur est déméthylé, cela n'est 

pas suffisant pour permettre l'expression du gène, en fonction du stade cellulaire. La 

disponibilité et le recrutement sur l'ADN des facteurs de transcription sont également 

des facteurs clés pour le fonctionnement du promoteur. 

Un des mécanismes possibles d'inhibition de la transcription par la méthylation est la 

liaison de deux protéines MeCPI et MeCP2 qui reconnaissent de façon spécifique 

l'ADN méthylé (Nan et al., 1997). La répression de la transcription par MeCP2 peut se 

produire, que la séquence méthylée soit proche du site de début de transcription, ou à 
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distance. Il n'est pas exclu que cette protéine agisse avec d'autres protéines liées à la 

chromatine. Il a pu être montré que la méthylation du site Sp-l permet la liaison de la 

protéine MeCP2, ce qui inhibe l'activation de la transcription du gène humain de la 

leucosialine (Kudo, 1998). La réduction de l'activité du gène reporter méthylé in vitro 

peut s'expliquer par la liaison de protéines sensibles à la méthylation, même si le 

promoteur lui-même n'est pas méthylé. Toutefois la liaison de MeCP2 ou d'autres 

protéines sensibles à la méthylation sur le plasmide pGL3 et sur le promoteur GSTP 1, 

reste à démontrer. 

Nos résultats montrent également que le site Sp- l distal est significativement plus 

méthylé dans les lignées qui n'expriment pas la GSTPl-l que dans celles qui 

expriment la GSTPl-l, et cela suggère que ce site pourrait être responsable d'une 

inhibition méthylation dépendante ou d'une activation déméthylation dépendante de 

l'expression de GSTP 1. Ce site Sp-l est essentiel à l'activité du promoteur, comme 

cela a été montré par des expériences de mutagénèse dirigée (lhaveri et Morrow , 

1998). Récemment Campanero et al. (2000) ont montré que les facteurs de 

transcription E2F ne peuvent se lier à leur séquence cible lorsque celles-ci comportent 

deux di nucléotides CpG méthylés, alors qu'ils se fixent à l'ADN qui ne contient qu'un 

seul site CpG méthylé. Un seul dinucléotide CpG pourrait donc suffire à empêcher la 

fixation de facteurs de transcription sensibles à la méthylation. Toutefois cette 

explication n'est pas valable dans le cas des cellules leucémiques et du promoteur 

GSTP 1, puisque le facteur de transcription Sp-l est insensible à la méthylation de 

l'ADN. Millar et al. (2000) ont également mis en évidence que certains sites CpG 

situés dans le promoteur GSTP 1 en amont de l'ilôt CpG (situé de -400 à +800 pb) 

étaient systématiquement méthylés quelque soit le type cellulaire étudié. Dans le cas 

de ce gène GSTP 1, une séquence répétée (ATAAA)19_24 fait la transition entre le 

domaine de l'ADN qui est hyperméthylé en 5' de l'ilôt CpG, et celui qui n'est pas 

méthylé et pourrait expliquer comment les méthylases reconnaissent les sites CpG qui 

doivent être méthylés. 
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Plusieurs études ont évoqué la possibilité que la méthylation soit allèle-spécifique 

(Sakai et al., 1991; Myohiinen et al., 1998), ce qui expliquerait que les K562 

présentent un promoteur déméthylé à 37%, alors qu'on observe une expression de la 

GSTPI-l. Pour le vérifier, il faut trouver dans la séquence un polymorphisme de 

restriction, qui permettrait de mettre en évidence une méthylation spécifique d'un seul 

allèle. Asimakopoulos et al. (1999) ont mis en évidence que la méthylation du 

promoteur du gène ABL1 dans les cellules K562 est limitée à l'allèle qui porte la 

translocation Philadelphie t(9;22), alors que l'allèle normal reste non méthylé. Chez 

les patients, la méthylation du promoteur ABL1 apparaît liée à la progression de la 

leucémie myéloide chronique, et à l'évolution vers une forme plus agressive de la 

maladie. 

La méthylation du promoteur minimal n' est pas absolument nécessaire à la répression 

de la transcription, puisque les U937 et les Jurkat, qui présentent un fort degré de 

méthylation sur les autres sites CpG, continuent d'exprimer la GSTPI-l. Dans ces 

lignées, d'autres facteurs tissu-spécifiques, tels que des facteurs de transcription de la 

famille AP-I, doivent être impliqués dans le contrôle de l'expression du promoteur 

GSTP1. 

Partie IV : Importance du facteur de transcription AP-l 

Plusieurs éléments situés dans le promoteur de GSTP 1 peuvent influencer l'expression 

de cette protéine. Ainsi Morrow et al. (1990) avaient montré qu'une région située de 

-80 à -8 du promoteur GSTP 1 est indispensable à l'expression de l'activité du gène 

reporter dans le cas de transfections transitoires. Depuis, plusieurs équipes ont montré 

que l'élément TRE (entre -69 et - 60) et une G/C box ou site SpI distal (-56 à -51) 

étaient indispensables à l'expression de base de la GSTP1 (Jhaveri et Morrow, 1998; 

Xia et al., 1996; Moffat et al., 1996-2). Moffat et al. (1996) ont également mis en 

évidence un élément situé entre - 97 et - 90, qui permet la fixation d'un répresseur de 
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l'expression de GSTP 1 dans les cellules MCF7. Cet élément n'est pas actif dans les 

VCREMS qui expriment la GSTPl -l. 

Dans des lignées de cancer du sein, Mofiat et al. (1996-1) suggèrent un rôle central de 

Sp-l dans la régulation de GSTP 1-1, toutefois la présence d'un élément répresseur 

dans le promoteur (-105 à -86) leur a permis de montrer que Sp- l n'est pas 

responsable de la différence d'expression de GSTPl-l entre les lignées qui expriment 

et celles qui n'expriment pas GSTPl -l. Ces résultats ont été confirmés par d'autres 

équipes (Jhaveri et Morrow, 1998-1). Dans le promoteur de GSTP1, deux sites Sp-l 

sont proches l'un de l'autre (-57 à -49 et -47 à - 39), mais seul le site distal est 

important et joue probablement un rôle dans la régulation de la transcription de GSTPl 

. Sans le site Sp-l distal, l'activité du promoteur GSTP 1 n'est pas complète, et cela 

suggère que l'activité transcriptionnelle basale du promoteur pourrait être régulée par 

une coopération entre Sp-l et et AP-l. En effet, il semble que les sites de fixation de 

Sp-l sont souvent localisés près des sites de fixation d'autres facteurs de transcription, 

et une synergie entre Sp-l et NF-KB a, par exemple, été retrouvée pour le promoteur 

du VIH (Perkins et al., 1993). Une interaction entre Sp-l et GATA-l a été mise en 

évidence dans le cas de la différenciation érythroide: la coopération entre les deux 

facteurs de transcription augmente la transcription des gènes qui codent pour la 

globine (Merika et Orkin, 1995). Nous avons montré que les interactions entre les 

protéines nucléaires des cellules qui expriment la GSTPl-l (K562, Jurkat et 

U937) et les sondes correspondant à des fragments du promoteur GSTP 1 

n'étaient pas les mêmes que les interactions observées pour les cellules qui 

n'expriment pas la GSTPl-l (Raji et Molt-3). lhaveri et Morrow (1998-1) ont 

également montré que les cellules VCREMS qui expriment la GSTPl-l contiennent 

plus de complexes protéiques liés à la sonde (qui correspond à peu près à notre sonde -

73) que les cellules MCF-7 qui n'expriment pas la GSTPl-l. 

L'étude de la fixation des facteurs de transcription au promoteur GSTP1 a révélé 

la liaison des facteurs c-jun, Fra-l et NF -E2 p45 dans les cellules K562. Fra-l 
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étant très minoritaire, nous en avons déduit que c'est le complexe c-junINF-E2 

p45 qui permet l'activation de la transcription du gène GSTPl. 

Ce type de complexe n'est possible que dans des lignées sanguines, puisque NF-E2 

p45 est une protéine des cellules hématopoietiques (Kotkow et al., 1996). Wild et 

al.( 1999) ont montré que Nrf2 pouvait former un hétérodimère avec une protéine de la 

famille Jun (JunD) pour réguler l'expression de la OCS. Nrf2 associé à une protéine 

Maf est capable de se lier à l'ARE situé dans le promoteur de la OST A2 de rat ou dans 

celui de la NAD(P)H:quinone oxydoréductase de rat (Nguyen et al., 2000). II a été 

décrit également que NF-E2 p45 peut se lier à c-Jun, junD ou FosB dans des 

mastocytes de souris stimulés par des IgE, les complexes ainsi formés se fixant sur les 

sites NF-E2 du promoteur du gène du TNFa (Novotny et al., 1998). 

Toutefois il n'est pas exclu que d'autres facteurs de transcription que nous n'avons pas 

encore cherchés puissent être impliqués dans la fixation au site AP-l. Ainsi les 

facteurs de transcription de la famille ATF/CREB se lient à la séquence TOACCTCA 

appelée cAMP responsive element (CRE). Tous les facteurs de transcription de cette 

famille se lient à l'ADN sous forme homodimérique, mais ils peuvent également 

former des hétérodimères entre eux ou avec les membres de la famille AP-l. Ainsi 

Dorsey et al. (1994) ont montré que ATF-2 peut se lier à une protéine Jun (JunB ou 

JunD) pour former un complexe se fixant à l'élément AP-l. II a aussi été mis en 

évidence dans les cellules HeLa que les dimères ATF-lIFos peuvent se lier aux 

séquences AP-l, CRE, et ATF, et que ATF-l peut moduler l'activité des complexes 

JunlFos en modifiant leur liaison à l'ADN et leur activité transcriptionnelle (Chatton et 

al., 1994). 

Partie V: Effet des esters de phorbol et de différents inducteurs de stress 

oxydant. Après avoir étudié l'expression de la GSTPl-l à l'état de base, nous 

avons exploré la régulation de l'expression lors de la stimulation par un ester de 

phorbol. Nous avons observé que le TPA augmente la fixation des complexes 
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protéiques au promoteur GSTP 1, alors que ce promoteur a été décrit comme ne 

répondant pas au TPA dans les tumeurs solides (Dixon et al., 1989 ; Xie et al., 1990 ; 

Morrow et al., 1990). Pourtant le TPA, dont les effets miment ceux du Diacylglycérol, 

active la PKC et est un puissant inducteur d'AP-l (Dalton et al., 1999). 

Dans les cellules K562, le TPA augmente la fixation d' AP-l sur le promoteur de gènes 

spécifiques érythroides, ce qui favoriserait la différenciation mégacaryocytique des 

K562 (Solomon et al., 1993). Au contraire, le TPA diminuerait la liaison du facteur 

NF-E2, ce qui favoriserait la différenciation mégacaryocytaire (Mignotte et al;, 1990; 

Rosson et O'Brien, 1998). La différenciation est un phénomène soumis à des 

paramètres plus complexes qu'une simple modulation NF-E2/AP-1. En effet, des 

souris Knock-out pour NF-E2, qui devraient présenter des troubles de la lignée rouge, 

meurent de thrombocytopénie alors que l'érythropoïèse est presque normale. 

Nos résultats montrent qu'après traitement au TPA le complexe AP-I fortement 

induit est composé des protéines c-jun et Fra-l. D'autre part le deuxième contient 

une protéine NF-E2p45. Le TPA entraîne deux phénomènes: 

- une augmentation de la fixation de la protéine c-jun et 

- la formation d'un nouveau complexe avec NF-E2p45 qui n'existe pas à l'état de 

base 

Les tumeurs sont souvent infiltrées de phagocytes qui génèrent des espèces réactives 

de l'oxygène au sein de la tumeur, les cellules tumorales elles-mêmes génèrent des 

oxydants et des radicaux libres (Szatrowski et Nathan, 1991; Toyokuni et al., 1995). 

Le peroxyde d'hydrogène est un élément central du métabolisme des radicaux libres 

puisqu'il est produit par toutes les formes de stress oxydant et qu'il est nécessaire à la 

génération secondaire d'espèces réactives de l'oxygène. Par ailleurs, la fixation de 

protéines au site AP-l découle de l'état d'oxydation des cellules: la liaison à l'ADN et 

176 



la transcription des gènes contenant les sites AP-l sont augmentées par les 

antioxydants (Pinkus et al., 1996) et les ROS (Dalton et al., 1999). Le statut redox de 

la cellule peut donc influencer l'expression de GSTP 1. Nous avons montré que le 

peroxyde d'hydrogène est capable d'augmenter la liaison d'un complexe 

protéique de type AP-l sur le promoteur du gène GSTPl, ce qui avait déjà été 

observé dans les cellules HeLa: Xia et al. (1996) ont mis en évidence que le peroxyde 

d'hydrogène, après 16h de traitement, est capable d'activer la transcription d'une 

construction contenant le promoteur de GSTP 1 et un gène reporter, transfectée dans 

des cellules HeLa. Ils ont supposé que cet effet est dû à la présence d'une séquence 

NF-KB like située dans le promoteur GSTP 1, bien qu'ils n'aient pas étudié la liaison 

de facteurs de transcription à cette séquence. Pour Moffat et al. (1995) cette séquence 

NF-KB-like fonctionnerait comme un inhibiteur de la transcription de la GSTPl-l dans 

les VCREMS. 

Shacter et al. (2000) ont mis en évidence dans des cellules tumorales en culture, que 

l'administration de peroxyde d'hydrogène en même temps que des antinéoplasiques 

permettaient aux cellules cancéreuses de survivre au traitement. Lors du traitement de 

cellules d'un lymphome de Burkitt par le VP-16 et le peroxyde d'hydrogène, les 

cellules meurent par nécrose après une nuit d'incubation alors que ces mêmes cellules 

après traitement par le VP-16 uniquement meurent par apoptose après 4 heures . En 

plus de l'allongement de la durée de vie des cellules, la rupture des cellules 

nécrotiques entraîne le relarguage dans le milieu environnant des enzymes 

lysosomiales, ce qui conduit à l'inflammation , à la destruction tissulaire et à la 

production accrue de radicaux libres (Lee et Shacter, 1999). Cet effet inhibiteur de 

l' apoptose du peroxyde d'hydrogène est indépendant du mode d'action des 

anticancéreux utilisé (anthracyclines, inhibiteurs de la topoisomérase II, alkylants ou 

inhibiteurs du métabolisme). Ces observations suggèrent que l'administration d'un 

antioxydant en association avec un anticancéreux pourrait en augmenter l'efficacité 
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thérapeutique. Chinery et al. (1997) ont montré dans un modèle de tumeur colorectale 

que les antioxydants vitamine E et pyrrolidinedithiocarbamate (PDTC), qui diminuent 

la croissance tumorale lorsqu'ils agissent seuls, peuvent également augmenter 

l'efficacité des agents antinéoplasiques 5-Fluorouracil et doxorubicine in vitro, ainsi 

que l'efficacité du 5-FU in vivo chez la souris. D'autres antioxydants comme le 

DMSO ou le Desféral, se sont également révélés capables de prévenir l'effet du 

peroxyde d'hydrogène sur l'apoptose (Shacter et al., 2000). Il semblerait que le 

peroxyde d'hydrogène puisse diminuer l'ATP intracellulaire, alors qu'une certaine 

dose d'A TP est nécessaire à l'apoptose. Ces résultats ou vren t des perpecti ves 

thérapeutiques, la combinaison d'antioxydants et d'anticancéreux pouvant 

éventuellement apporter des améliorations à la prise en charge des patients atteints de 

cancer. 

Nous avons également traité les cellules par la Doxorubicine, anthracycline 

utilisée en clinique dans certains types de leucémies, et qui produit un stress 

oxydant dans les cellules, à l'origine de la cardiotoxicité de cette molécule. 

La doxorubicine à des concentrations subtoxiques (40 nM) est capable de différencier 

les K562 vers la lignée érythroide. Cette anthracycline n'induit pas la transcription des 

gènes érythroides, mais augmente la stabilité des ARNm de la porphobilinogène

désaminase et de GATA-l, contrairement à une autre anthracycline, l'aclacinomycine 

qui agit sur la transcription (Morceau et al., 1996). Leurs résultats indiquent que la 

Doxorubicine agit à un niveau post-transcriptionnel en augmentant la demi-vie des 

ARNm des gènes érythroides, alors que nos résultats montrent que cet anticancéreux 

augmente la fixation d'un facteur de transcription de type AP-l sur le promoteur 

GSTP 1. Toutefois l'étude de Morceau et al. (1996) portaient sur la différenciation 

érythroide des K562 et uniquement sur les marqueurs de cette différentiation, alors que 

nous étudions la régulation de l'expression d'une enzyme de détoxification de phase 

II. 
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Enfin, le TBHQ augmente également la liaison du même complexe protéique au 

promoteur du gène GSTPI dans les cellules K562. Selon Favreau et Pickett (1997), 

le TBHQ active la liaison de complexes AP-l, tout en perdant sa capacité à activer la 

transcription des gènes AP-l-dépendants. En effet, le TBHQ augmente la liaison de 

Fra-l et Fra-2 dans les HepG2 ou les cellules HeLa; or ces facteurs de transcription ne 

possèdent pas de domaine transactivateur leur conférant une activité transcriptionnelle. 

Nous n'avons pas encore vérifié la composition du complexe protéique, dont la liaison 

au promoteur GSTP 1 est induite sous l'effet du TBHQ. D'après Yoshioka et al. ( 1995), 

le TBHQ augmente l'expression de l'ARNm de Fra-l après trois heures de traitement 

des cellules HeLa, et l'anticorps anti -Fra-l retarde le complexe formé sous l'action du 

TBHQ, entre une sonde TRE et les protéines nucléaires des cellules HeLa, alors qu'il 

est inactif sur les complexes formés sous l'effet du TP A. 

Les séquences Antioxidant response element (ARE) ont été retrouvées dans la région 

5' des gènes NAD(P)H:quinone oxidoréductasel (NQOl) chez le rat et l'homme, du 

gène GST placentaire du rat, et des gènes GST Ya chez le rat et la souris. Ces 

séquences permettent une augmentation de l'expression de ces gènes à l'état de base 

dans les cellules tumorales par comparaison aux mêmes cellules saines, et une 

induction de l'expression sous l'action des xénobiotiques, antioxydants et du stress 

oxydant. Un certain nombre de séquences ARE, qui sont composées d'environ 40 pb, 

contiennent une ou plusieurs copies de séquences TRE ou TRE-like. Xie et al. (1995) 

ont montré que seuls les gènes contenant au moins deux séquences TRE au niveau de 

l'élément ARE pouvaient répondre aux xénobiotiques et antioxydants, alors qu'il 

suffit d'une séquence TRE consensus au sein de l'ARE pour que le gène réponde au 

TP A. Ils en ont conclu que les gènes contenant seulement une séquence TRE ne 

répondait pas aux xénobiotiques et antioxydants. Le gène humain GSTP 1 code pour 

une enzyme de détoxification de phase II, mais ne contient pas de séquence ARE, 

selon Xie et al.(1995). Pourtant nos résultats montrent que l'antioxydant TBHQ est 

179 



capable d'activer la fixation de facteurs de transcription au promoteur GSTPl. Et en 

effet, Rushmore et al. (1991) ont déterminé par des expériences de mutation et de 

délétion que la séquence 5'- puGTGACnnnGC-3' (où n représente n'importe quel 

nucléotide) est suffisante pour l'activation transcriptionnelle par les antioxydants 

phénoliques dans les HepG2. Cette séquence ARE consensus a été encore précisée par 

Wasserman et Fahl (1997) pour devenir TA/CAnnA/GTGAC/TnnnGCA/G. Les trois 

premiers nucléotides mis à part, la séquence contenue dans le promoteur du gène 

GSTP 1 correspond à cette séquence ARE consensus (GCGCCGTGACTCAGCA) et 

contient une séquence TRE au sein de la séquence ARE. Prestera et Talalay (1995) 

ont étudié le mode d'action des inducteurs monofonctionnels des enzymes de phase II, 

comme le TBHQ. Ils ont conclu de leurs études que ces inducteurs ne peuvent pas agir 

par l'intermédiaire des protéines AP-I, mais par des protéines non identifiées qui se 

lient spécifiquement aux séquences ARE, selon la définition de Rushmore et al. 

(1991) . Dalton et al. (1999) en rassemblant les données de la littérature, ont montré 

que le facteur de transcription AP-I se lie à la séquence ARE uniquement si celle-ci 

correspond également à une séquence TRE, comme c'est le cas pour le gène humain 

NQ01 ou le gène GSTP1 . C'est pourquoi le TBHQ dans notre expérience peut activer 

la fixation des mêmes protéines que le TPA, sur le promoteur GSTP 1. Nous n'avons 

pas étudié la composition des complexes induits par le TBHQ, mais les travaux de 

Yoshioka et al. (1995) suggèrent que le TBHQ induit la protéine Fra-l, ce qui laisse 

supposer que l'activation de la liaison au promoteur n'entraîne pas d'augmentation de 

l'expression de la GSTPI-l. Enfin, l'effet du TBHQ peut être dépendant du type 

cellulaire: le TBHQ active Nrf2 et sa liaison à un site ARE situé dans le promoteur de 

la NAD(P)H:quinone oxydoréductase de rat dans les cellules HepG2 mais pas dans les 

cellules HeLa (Nguyen et al., 2000). 

La transduction du signal conduisant à l'activation de l'expression des gènes par les 

séquences AP-l/ARE, en particulier l'induction des enzymes de détoxication de phase 
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II, met en jeu une voie MAPK qui nécessite l'activation initiale de Rafl (Yu et 

al.,. 1999). Une voie typique de transduction du signal par les MAPK consiste en trois 

kinases: une MAPK kinase kinase (ou MEKK) qui phosphoryle et active une MAPK 

kinase, qui à son tour phosphoryle et active une MAPK. Une voie très connue est celle 

qui aboutit à l'activation Ras-dépendante de ERK. Dans cette voie Ras est activée par 

un signal extracellulaire qui recrute Raf et l'active. Raf est une MEKK qui à son tour 

active une MEK, qui active alors une ERK par une double phosphorylation sur un 

résidu thréonyl (183) et un résidu tyrosyl (185). La voie des ERK régule deux 

processus antagonistes, la prolifération cellulaire et la différenciation cellulaire. Ce 

paradoxe peut s'expliquer d'une part, par le fait que l'effet des ERK est dépendant du 

type cellulaire: dans certaines cellules, comme les NIH-3T3, les ERK entraînent la 

différenciation, tandis que dans d'autres, comme les cellules PC12 par exemple, les 

ERK stimulent la prolifération (Racke et al.,1997). D'autre part la localisation 

subcellulaire et le temps de maintien à l'état activé des ERK peut également influencer 

la réponse cellulaire: la différenciation des cellules PC12 nécessite une activation 

prolongée des ERK qui doit durer de plusieurs heures à plusieurs jours, alors que la 

prolifération d'autres cellules se produit en réponse à une activation transitoire des 

ERK. De plus, les ERK ont une localisation essentiellement cytoplasmique dans les 

cellules sans stimulation, alors que le traitement par le TPA entraîne une localisation 

nucléaire des ERK au bout de 3 heures (Wahlen et al., 1997). 

Les esters de phorbol peuvent activer Rafl et une voie MAPK. De plus, le TPA agit 

par l'intermédiaire de la PKC et induit l'expression de c-jun et c-fos dans des cellules 

d'hépatome murin (Puga et al., 1992), et induit la différenciation mégacaryocytique 

dans les K562 (Racke et al., 1997). Ainsi il a pu être montré que la PKCa peut activer 

la cascade de transduction Rafl/MEKIERK. Dans les K562 la PKCa qui est 

essentiellement cytosolique dans les cellules non traitées, passe dans le noyau lors de 

la stimulation par le TPA (Osborn et al.1999) alors que les PKC~ nucléaires ou les 
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PKCÇ cytosoliques et nucléaires ne sont pas affectées dans leur localisation par le 

traitement au TP A. 

Cirillo et al. (1999) ont montré que les voies JNK et ERK2 étaient nécessaires à 

l'induction du gène de l'uPA par le TPA dans des cellules HepG2. Ces résultats sont 

en désaccord avec ceux d'Osborn et al. (1999) qui montrent l'absence d'effet du TPA 

sur les voies JNK et p38 dans des cellules K562. Il semble donc que les effets du TPA 

soient dépendants du type cellulaire. Pour Racke et al.(1997), le TPA active la voie 

ERK par l'intermédiaire de la PKC, comme le montre le blocage de l'effet du TP A par 

un inhibiteur de MEKl, le PD098059, qui bloque la voie ERK. Toutefois les auteurs 

limitent cet effet du TPA à l'induction de la différenciation mégacaryocytique des 

K562. Le TPA active les ERK 1 et 2 de façon rapide et transitoire, puisque l'activation 

maximale est obtenue 30 minutes à 1 heure après le début du traitement des K562 à 

une dose induisant la différenciation mégacaryocytique, et que l'activité retrouve son 

taux de base en 12 heures environ (Wahlen et al., 1997). Une étude préliminaire nous a 

permis de confirmer que la voie des JNK n'était pas activée par le TPA, dans les K562 

dans nos conditions de travail. 
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Lignées cellulaires 

leucémiques 

Exprimant l' ARNm et la protéine N'exprimant pas l' ARNm ni la protéine 

l 
Activité transcriptionnelle 

élévée 

1 

K562 U937 Jurkat 

l 
Démethylation Hautement méthylé 

partielle 

~/ 
Activité liante 

"AP-l" 

l 
Activité liante inductible 

(TPA, Dox, H202) 

l 
Activité transcriptionnelle 

faible 

Molt-3 R~ii 

Hautement méthylé 

Sans activité liante 
"AP-l" 

l 
Activité liante non-inductible 

(TPA, Dox, H202) 

Transduction du signal 
Schéma récapitulatif 
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7. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
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L'exposition de cellules humaines à des quantités mêmes faibles de composés 

électrophiles (quinones, pero xi des, ... ) conduit fréquemment à une élévation des taux 

de glutathion et à l'induction des enzymes de détoxification de phase II, comme les 

GST, la GGT, la NAD(P)H:quinone oxydoréductase, l'époxide hydrolase ou les 

glucuronosyltransférases. Ces enzymes sont largement distribuées et détoxifient les 

composés électrophiles, ce qui protège les cellules contre les effets toxiques et 

tu morigènes des carcinogènes. Mieux comprendre les mécanismes chimiques et 

moléculaires à l'origine de l'induction de ces enzymes est donc capital pour les 

stratégies de chémoprévention des cancers. 

Nous avons essayé au cours de nos travaux d'appréhender la régulation de 
l'expression de la GSTPl-l, afin de mieux définir son rôle dans la cancérogenèse 
et la résistance aux anticancéreux. Nous avons vu que des mécanismes complexes 
entrent en jeu. 

• Nous avons mis en évidence une expression différentielle spécifique de l'ARNm et 

de la protéine GSTP 1-1 entre les lignées leucémiques humaines. La transfection 

dans les cellules leucémiques de constructions associant au gène reporter luciférase 

différents fragments du promoteur GSTP 1, a montré que le promoteur minimal -97 

est actif dans les lignées qui expriment la GSTP 1-1, et inactif dans les autres 

lignées. 

• Pour explorer les raisons de cette expression différentielle, nous avons étudié la 

méthylation du promoteur OSTP 1. Nous avons observé l'hyperméthylation du 

promoteur dans les cellules Raji qui pourrait expliquer l'absence d'expression de 

la GSTP1-1. Les cellules K562 présentent un promoteur partiellement déméthylé ; 

par contre, les cellules Jurkat et U937 ont un promoteur très méthylé alors qu'elles 

expriment la GSTP1-1. Les expériences de transfection de constructions méthylées 

du promoteur in vitro ont montré que la méthylation inhibe l'activité promotrice 

dans les cellules K562, ce qui renforce l'idée que la méthylation a un rôle 
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important. Nous avons montré également qu'un dinucléotide CpG est 

constamment déméthylé au sein du site Sp-l distal du promoteur pour les cellules 

qui expriment la GSTPI-I. 

• La méthylation n'étant visiblement pas le seul mécanisme en jeu, nous avons 

ensuite étudié la fixation des facteurs de transcription. Le profil de liaison des 

protéines nucléaires observé pour les cellules qui expriment la GSTPI-I est 

différent de celui obtenu pour les cellules qui n'expriment pas la GSTPI-l. Le 

complexe protéique qui se fixe sur le promoteur des cellules K562 et U937 à l'état 

de base, appartient à la famille des protéines AP-I. Il est composé des protéines c

jun, Fra-l et NF-E2 p45, ce qui le rend spécifique des lignées sanguines. 

• Par la suite, nous avons étudié la régulation de l'expression de la GSTPI-I en cas 

de stimulation des cellules par un ester de phorbol. Le TPA augmente la quantité 

d'ARNm de GSTP 1 dans les cellules qui expriment la GSTPI-I, il stimule 

l'activité du promoteur lors des expériences du traitement des cellules transfectées, 

enfin il augmente la liaison du complexe AP-I sur le promoteur, et modifie la 

composition des complexes mis en jeu. 

• Nous avons également soumis les cellules à un stress oxydant par des traitements 

des cellules avec la Doxorubicine, le TBHQ ou le peroxyde d'hydrogène. Quelque 

soit le traitement utilisé, nous avons vu qu'il active toujours la fixation du même 

complexe AP-I sur le promoteur GSTP 1. 

Toutefois, nombreuses sont encore les expériences nécessaires pour répondre à 

plusieurs questions non encore résolues. 

• Nous devrons d'abord identifier les protéines dont la fixation au promoteur est 

augmentée sous l'effet d'un stress oxydant. Il n'est pas certain que les complexes 

de facteurs de transcription induits soient composés de la même façon. 
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• Nous envisageons également de traiter les cellules transfectées avec nos différentes 

constructions (voire figure 13) par les agents produisant un stress oxydant, de 

façon à mettre en évidence un effet éventuel de ce stress sur l' acti vité 

transcriptionnelle du gène. 

• Pour confirmer le rôle important de la méthylation du promoteur dans la régulation 

de l'expression de la GSTPl-l, nous voulons ensuite traiter les cellules avec 

l'agent déméthylant 5-azacytidine et voir si les cellules Raji qui n'expriment pas la 

GSTPl-l et ont un promoteur hyperméthylé se mettent à transcrire le gène. 

• Le fait que des cellules expriment la protéine GSTPl-l ne signifie pas forcément 

que son activité spécifique et la conjugaison des électrophiles avec le glutathion 

sont augmentés . C'est pourquoi nous nous proposons de corréler le statut de 

méthylation à l'activité spécifique et l'activité de conjugaison de la GSTPl-l. Les 

différences de méthylation du promoteur observées entre les cellules K562 d'une 

part et les cellules U937 et Jurkat d'autre part, se traduisent peut-être par une 

différence d'activité enzymatique, plutôt que par une différence d'expression des 

ARN messager. 

• Nous n'avons pas encore abordé la possibilité d'une régulation de l'expression au 

niveau post-transcriptionnel. La régulation de la stabilité des ARNm joue un rôle 

primordial dans l'expression des gènes, car elle permet le contrôle de leur 

dégradation ou de leur accumulation selon l'activité de transcription des gènes. 

Différents mécanismes influent sur la demi-vie des ARNm, comme des facteurs cis 

tels que la polyadénylation des ARN, des séquences des régions 3' -non traduites 

(NT), les régions 5' -NT et les coiffes, ou comme des facteurs trans, tels que des 

protéines de liaison aux queues polyA ou aux région riches en AU. L'étude de la 
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stabilité des ARNm permettra peut-être d'expliquer les différences observées entre 

les cellules qui expriment la GSTPl-l. 

• Nous devons également aborder la même étude avec des cellules leucémiques 

provenant de patients, pour observer si l'expression différentielle que nous avons 

mise en évidence in vitro existe chez les malades, aussi bien entre ceux atteints du 

même type de leucémies qu'entre patients présentant des hémopathies différentes. 

En effet, il serait intéressant de savoir si les mécanismes de régulation de 

l'expression de la GSTPl-l sont variables d'une pathologie à une autre, mais 

également d'un patient à un autre en fonction de l'évolution de la maladie, ou des 

traitements déjà reçus par exemple. 

• Enfin, il nous apparaît primordial d'étudier des voies de transduction du signal 

mise en jeu lors de cette régulation. Les différentes étapes de la transduction du 

signal conduisant des xénobiotiques jusqu'à la fixation des protéines Jun, Fos et 

NF-E2 sur les séquences AP-l et à l'induction coordonnée des gènes des enzymes 

de détoxification, restent pratiquement inconnues. Les ROS qui sont produites par 

le métabolisme des xénobiotiques et agents oxydants, sont impliquées dans 

l'induction de plusieurs facteurs de transcription, mais ne constituent que le début 

de la cascade de transduction. Les facteurs de transcription, qui représentent la fin 

de la cascade sont phosphorylés et activés par des MAPK. Des travaux 

préliminaires nous ont permis de confirmer que la transduction du signal ne passe 

pas par la voie des JNK dans les cellules leucémiques traitées au TPA, résultats 

déjà observés par d'autres équipes dans d'autres types cellulaires. 

• A l'avenir nous envisageons de remplacer notre approche classique qui consiste à 

étudier un ARN messager et une ou deux familles de facteurs de transcription par 

une approche par « Microarray ». 
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• Nous essayerons de comprendre les mécanismes moléculaires qui sont mises 

en jeu au cours d'une induction (ou d'une activation) de la GSTPl-l par la 

doxorubicine au niveau des rapporteurs des différentes voies de signalisation 

cellulaire. Pour cela, nous commencerons par comparer différentes activités 

kinasiques des cellules traitées à celles des cellules non traitées grâce à 

l'emploi du système PhosphoSpots ™ (Jerini) qui permet de caractériser un 

grand nombre de kinases cellulaires. Ceci nous conduira vers la possibilité de 

mettre en évidence des rapporteurs des principales voies de signalisation 

connues que nous pourrons explorer ultérieurement. 

• Ensuite des Arrays d'ADNc permettront de comparer l'induction de cascades 

de transduction du signal plutôt que de suivre les différents gènes 

individuellement. Ainsi nous comptons utiliser des systèmes de type 

« SmartarrayTM » (Origene) réunissant un ensemble de 200 à 300 facteurs de 

transduction. 

Ce type d'approche nous permettra de sélectionner rapidement un nombre de 

gènes candidats intéressants. C'est certainement cette approche de l'étude des 

voies de transduction du signal et de l'expression des gènes qui apportera le plus 

de réponses utilisables pour transformer les mécanismes de contrôle en cibles 

thérapeutiques novatrices et en moyens de diagnostic de routine puissants. 
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Abstract 

Overexpression of the glutath ione S -tra nsferase P I (GSTP 1) gene is related to drug res ista nce in human cancer cell s. However. 
the mechanisms of the tra nscriptiona l acti va tion of this gene remain uncIear. In this study. we exa mined the molecular 
mecha nisms underl ying phorbol ester mediated gene regulation using huma n K562 leukemia cells as a mode!. Promoter deletion 
ana lyses revealed that the acti va tor protein- I (AP-I) transcription factor site was crucial for 12-0- tetradeca noyl phorbol 
13-aceta te (TPA)-mediated GST P 1 gcne transcription. Electrophoretic mo bility shifl assays a nd tra nsient transfection a nalysis 
demonstrated tha t both DNA binding and transactivation activities of AP- I were induced by TPA. By supershifl analysis. we 
identified transcription facto rs c-jun and fra-I as weil as NF-E2p45 as components of the induced bind ing complex . T hese results 
show fo r the fi rst time that the phorbol es ter T PA is involved in the molecular mecha nism(s) media ting the acti va tion of the 
GSTPI promoter in a huma n leukemia mode!. © 2000 Elsevier Science Ireland Ltd. Ali rights reserved. 

Key words: Acti va ting pro tein 1; Le ukemia: Gene expression: Megacaryoblastic dirrerenti a tion: K562 cells: TpA inducti on: F ra- I: N F-E2: 
T rancriptional regul a tion 

1. Introduction 

The gluta thione S -transferases (G ST) are a multigene 
superfamil y of enzymes tha t ca ta lyze the conjuga tion 
wi th gluta thi one o f electrophilic compounds including 
xenobio tic drugs. toxins, carcin ogens and end ogenous 
cellula r electrophiles (1) . G STs a re believed to play a 
key ro le in the protection of cells aga inst the toxicity of 
xenobio tic compo unds and li pid hydroperoxides gener
a ted by oxida tive stress [2.3]. Increased levels of the 

Abbreviatiol/s: GST. G lut ath ione S-t ra nsrerase: T pA. 12· Q- tetrade
canoyl phorbol 13-aceta te: T RE. TpA respo nsive clement: Ap· 1, 
Acti va to r pro tein - I: EMSA. Electrophoretie mobilit y shi rt assay: 
FCS. Fe tal ea lr serum: NQO I. NAD(p) H:Qui none ox idored uetase. 

• Co rrespond in g au th o r. Tel. : + 352-46-6644434: rax: + 352-46-
6644436. 

E-mail address: d iederie@e u.lu (M . Dicderieh) . 

human pi class isoenzyme of G ST. GSTP 1- 1, a re asso
cia ted with tumor development , carcinogenesis [4, 5] a nd 
in the development of resistance to a ntineoplas tic drugs 
and geno toxic carcinogens [6]. However. the molecula r 
mechanisms responsible fo r changes in human GST PI 
expression are poo rly understood . Studies of the 
G ST PI pro mo ter have identified regula to ry elements 
necessa ry fo r co nstitut ive expression of the gene: nucle
o tides between - 80 and - 8 a re req uired for basal 
repo rter gene ac ti vity in transient transfectio n experi 
ments [7] and nucleo tides - 73 to + 8 a re req uired fo r 
retin oic acid dependent repression [3.8]. O ther reports 
suggest th a t the activa to r pro tein - l site (AP- l. nucle
o tides - 69 to - 63) is essential fo r promoter acti vity 
in a hum an breast carcinoma cell line [7.9]. Since the 
expression of va rious genes encod ing drug metabolizi ng 
enzymes incl uding the human NA D(P)H:qui none ox i-

0 145-2 126/00/$ - see rront ma tter © 2000 Elsevier Scie nce Ire land Ltd . Ali right s rese rved. 
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doreductase l (NQO,) gene, the murine GST Ya a nd 
the ra t GST-P genes are regulated through inducible 
AP-I co mpo nents, the presen t study was underta ken to 
explore the involvemen t a nd inducibility of the AP-I 
response element in transcr ipti ona l regulation of the 
huma n GSTPI gene. To o ur knowledge, inducibility by 
12-0-tetradeca noyl phorbol 13-ace tate (TPA) of this 
AP-I site has never been demonstrated in the human 
cells derived from so lid tumors a nd tes ted so far 
[7,10,11]. In this report we identified the region of the 
GSTPI promo ter responsive to TPA in K562 cells and 
we showed the importa nce of the AP-I si te. We chose 
the human K562 erythro leukemia cells as a model for 
the study of the megakaryoblas tic differentiation by 
agents like TPA. Sustained act iva tion of genes encoding 
transcription factors such as c-jun a nd c-fos has been 
demonstra ted during megacaryoblas tic differenciation 
in huma n K562 leukemi a ce lls by TPA [12]. Our results 
sugges t tha t the c-jun binding to the AP-I si te is 
TPA-inducible a nd invol ved in the regulated expression 
o f the GSTPI gene in this human leukemia model. We 
furth ermore identified Fra-I and NF-E2 p45 as other 
tra nscriptio n factors constitutively bo und to this AP- I 
site in K562 cells. 

2. Materials and methods 

2. 1. Cell eullure 

K562 (human chronic myelogenous leukemia , Ameri
can Type Culture Co llect ion) were grown in RPMI 
1640 med ium containing 10% (v/v) feta l calf serum and 
1 % (v/v) a ntibiot ic-a ntimitot ic (Life Technologies, Bel
gium). Before TPA (Sigma-Aldrich, Belgium) treat
ment, ce lls were cultured in 0.1% feta l calf serum 
containing medium fo r 24 h . Thereafter, cells were 
treated for periods of time ranging from 15 min to 4 h 
wi th 50- 200 nM TPA in DMSO. Untreated experimen
ta l co ntrols are from cell s treated with 0.01% DMSO. 

2.2. Tran.lfeelions 

2.2. 1. Conslruelion oj expression veelors 
Human geno mic DNA was extracted fro m human 

peripheral blood ce ll s following sta nd a rd procedures. 
Primers GSTIA, GSTIB, GSTI C, GSTID and GST2 
(Eurogentec, Belgium) were used to amplify fo ur PCR 
prod ucts corresponding to promote r fragments o f the 
huma n GSTP 1 gene of 100, 136, 444 a nd 1223 bp, 
respect ively, o n the basi s of seq uences deposi ted in 
GenBank (Accession Number X08058) by M orrow et 
al. [7]. Primers correspond to the fo llowing regions: 
- 61 to - 42 5' -CACTGGGGCGGAGCGGGGCG-3' 
for GST IA, - 97 to - 79 5'-AAAAAGGATC
CGGACCCTCCAGAAGAGCGG-3' for GST I B, -

405 to - 388 5'-GGTACCTTTCCTTTCCTCTAAG
CG-3' for GSTIC, - 11 84 to - 1165 5'-GGTACCT
CAACAGAAAGTAGGCAGCA-3' for GSTID a nd 
+ 2 1 to + 39 5'-AAGCTTCGTACTCACTGGTGGC
GAAG -3' for GST2 rela ti ve to the tra nscriptio na l sta rt 
site. PC R co nditio ns were performed in 25 ~d volumes 
for 95°C fo r 5 min , 30 cycles a t 95°C for 1 min, 57 .5°C 
for 1 min , 72°C for 90 s. T he amplified products were 
subcloned into a pCRII-Topo plasmids (Invitrogen, 
The Netherlands), excised by Kpn 1 and HindlII The 
fin a l constructs were termed pCST-6 I, pCST-97, 
pCST-405 and pCST-11 84 (Fig. I(B)). Primers GSTID 
a nd GST5' Ham HI (5'-GGATCCCGGCGCCGGC
CGCT CTTCTG-3') respec ti vely primers GST3' Ham HI 
(5'-GGATCCACTGGGGCGGAGCGGGGCGG-3') 
and GST2 we re used to amplify two fragments where 
the AP-I site was replaced by an Ham HI res triction 
site. PCR co nditions were perfo rmed in 20 III volumes 
for 95 oC fo r 5 min, 30 cycles a t 95 oC for 1 min , 65 oC 
for 1 min , 72 oC for 1 min. The a mplified fragments 
were purified, digested by Ham HI and liga ted. The 
fragment was then diges ted by Kpn 1 a nd HindlII a nd 
religated into a Kpn 1 and HindlII linea rized a nd 
dephosphorylated pGL3-Enhancer pl asmid (Promega, 
The Netherla nds). The final construct was termed 
pGST-APlmut (Fig. I(B)) . Relevant regions of the fin a l 
constructs were confi rmed by seq uencing in both d irec
ti o ns using a T7 seq uencing kit (A P Biotech, The 
Netherlands). 

2.2.2. Tra/'lsienl Ir ans je clion assays 
Trans fecti ons of K562 were performed by electropo

ration using a Bio Rad gene Pulser (Bio-Rad, Belgium). 
For each experi ment, ce lls were cultured in 0.1% fe ta l 
calf serum med ium fo r 24 h, then 5 x 106 K562 cells at 
a concentration of 1.5 x 107 ce lls/ ml were electropo
ra ted with 20 ~lg of luciferase gene co nstruct a t 625 
V/cm a nd 500 ~l F . Cells were harves ted 48 ho urs a fter 
transfec tion a nd resuspended in 300 pl of reporter Iys is 
buffer (Promega, The Netherlands). Fo r the treatment 
o f the tra nsfected cells, 50 - 200 nM TPA in DMSO was 
added 32 h after tra nsfectio n whe re indicated, 16 hours 
late r ce lls were ha rves ted a nd luci ferase acti vity was 
measured . Untreated experimenta l controls a re from 
cells treated with 0.01% DMSO. Light emissio n resu lt
ing from luciferase ac tivit y was measured in a Turner 
lumin o meter (Promega The Netherla nds) by integration 
of peak light em ission ove r 15 s a t 25°C. Luciferase 
act ivit y was meas ured in 1 x repo rter Iys is buffer 
(Promega, T he Netherlands) using 5 ~d of the cell 
lysa te. In the transient expression experiments, the total 
protein co ntent was used to no rm a lize luciferase act iv
ity. A Bio-Rad protein assay was used to determine 
p ro tein co nce ntrat ion . Each va lue is the average of 
results of a t least fi ve independ ent tra nsfection expe ri
ments. Assays were repeated twice. 
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2.3. Preparation of nuc!ear extracts 

Nuclear ex tracts from K562 cells were prepared using 
the method described by Schreiber et al. [13). Briefly, 
cells were washed with PBS, and the cellular pellet was 
then resuspended in 10 mM Hepes (pH 7, 9), 10 mM 
KCI, 0.1 mM EOT A, 0.1 mM EGT A, 1 mM OTT on 
ice. Igepal 10% (ICN, Belgium) was added to cells 
which were centrifuged 1 min at 10 000 x al 4°C to 
co llect nuclei . The nuclei were resuspended in 20 mM 
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Hepes (pH 7,9), 0.4 M NaCI, 1 mM EGTA, 1 mM 
EOTA. 20% Glycerol, 1 mM OTT to allow elution of 
nuclear proteins by shaking at 4°C for 15 minutes. 
Nuclei were pelleted for 1 min at 10 000 x and 4°C, 
and the supernatant was then aliquoted, frozen in 
liquid nitrogen and stored at - 80°C until use. Ali 
solu tions contained the protease inhibitors leupeptin at 
30 ~lg/m l, aprotin in at 1000 U/ml, PMSF (1 mM), 
pepstatin (15 ~lg/ml) and O-phenanthrolin (1 mM) 
(Roche-Prophac, Luxembourg). 
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Relalive Lllrifcrusc uClh'ily 

Fig. 1. Transcriplional aClivily of GSTP I promo 1er conSlrucls in response 10 TPA ll'ea lmenl : (A) K562 cc ll s were grown in 0.1% FCS conlaining 
medium for 24 h and were then lransien lly lransfeclcd wilh pGST-97. 32 h aflcr eleclropora lion, cclls were slimulaled for 16 h wilh increasing 
concenlralions of TPA before luciferasc assays. (B) K562 ccll s grown in 0.1 % FCS for 16 h were lransienlly lransfccled Wi lh differenl GSTPI 
promoler-Iuci ferase conslrucls. 32 h afler eleclroporation. cclls were stimulated for 16 h with 100 nM TPA before luciferase assays. 
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2.4. E/ectrophoretic mobilily shift assay 

2.4. 1. Probe preparation and /abeling 
The fo llowing oligonucleotides and their co mplemen

tary sequences (Eurogentec, Belgium) were used as 
probes or competitors : Probe - 73, nucleotides - 73 to 
- 54, 5'-GCCGTGACTCAGCACTGGGG- 3' and 
Col-TRE, the TRE binding site from the human colla
genase promoter, 5'-GCCGTGACTCAGCACTGG
GG-3'. Muta ted competitors are ca lied - 73mut with a 
mutation in the AP-I site, 5'-GCCGATGCT
CAAGACTGGGG-3' and Col-TREmut with a muta
tion in the AP-I binding site of the human collagenase 
promoter, 5'-CGCTTGATGACTTGGCCGGAA-3'. 

The sense a nd antisense strands were annealed in 66 
mM Tris - HCI pH 7.5, 13 mM MgCI2 • 6.6 mM DTT 
and 1.3 mM EDTA by the following procedure with a 
thermal cycler: 5 min a t 90°C, 10 min a t 65°C, 10 min 
at 37°C and 10 min a t 20°e. The oligonucleotides were 
labeled by Polynucleo tide kinase (Roche-Prophac, Lux
embourg) following manufacturer's instructi ons with 
[y_ 32P]ATP, 7000 Ci/mmmoi (ICN, Belgium) and 
purified on a spin column (Westburg, The 
Netherlands). 

2.4.2. E/ectrophoretic mobility shift assay 
Ten micro grams of cells nuclear extracts were incu

bated for 15 min a t room temperature with [y_ 32P]ATP_ 
labeled DNA fragment in 20 III reaction mixture 
con ta ining 10 mM Tris - HCI, pH 8.5, 5% glyceroL 50 
mM NaCI, 1 mM EDTA, 1 mM dithiotreitol and 2.5 
mM poly(dI-dC). Each reaction mi xture was then 
loaded onto a prerun (200 V for 30 min) 5% polyacry
lamide gel (29: 1 cross-linking ratio) conta ining 0.5 X 
TB E. Electro phoresis was performed at 200 V for 1 h a t 
room temperature, and the gel was then dried and 
autorad iogaphed . In competit ion a nd supershift exper i
ments. the reaction mixture was prei ncubated for 20 
min a t 4°C with 500- fo ld molar excess of unlabeled 
DNA. or 2 ~lg of anti-human antibody, before the 
add ition o f radiolabeled probe. Antibodies again st jun, 
fos and NF-E2 proteins families were obta ined from 
Sa nta Cruz Biotechnologies (Sanvertech, Belgium). 

3. Rcsults and discussion 

J. / . TranscrrjJtiona/ ana /ysis of the eSTP 1 prol/loter 
illduction by TPA in K562 cells 

For this stud y, we exam ined the effect of T PA st imu 
la tion on the transcripti ona l activity of the human 
GSTP I promoter. To do thi s. a hum an genomic 
GSTP I fragment ra nging from nucleotide + 39 to nu
cleo tide - 97 was liga ted upstream of a lucifera se 
reporter gene. A comparison of luciferase activ ities 

between serum-sta rved unstimula ted K562 leukemia 
cells a nd serum-sta rved cells trea ted with TPA a t vari
ous co ncen tra tions ranging from 50 to 200 nM for 16 h 
(Fig. lA) , showed that the GSTPI promoter acti vity 
was increased by an average of 18-fold fo llowi ng induc
tion a t 100 nM . These results show for the firs t time the 
ex istence of a TPA-inducible response element in the 
human GSTPI promo ter. To iden tify the main regions 
involved in the TPA mediated induction of GSTPI 
transcriptional response, different GSTP I-promoter
dele ti on luciferase constructs were generated (Fig. 1 B) . 
The highes t induction of luciferase activity (18-fold) 
was observed with the smalles t fragment of GSTPI
promoter (pGST-97) but no t with fragments devoid of 
the AP-I si te (pGST-61) or with a fragment where the 
AP-I site was replaced by an Bam HI restriction site. 
With larger fragments of GSTPI promoter, TPA trea t
ment is less efficient to induce luciferase activity (13-
fold with pGST-405 respectively 8-fold with pGST 
- 1184). These results sugges t tha t the GSTPI upstream 
promoter elements contain regula tory sites able to pa r
tia lly inhibit transcriptional induction by TPA in K562 
ce lls. M any genes are responsive to the transcriptio na l 
ac tiva tion of TPA via the recognition of a consensus 
AP-I binding site by trans-acting factors such as jun 
and fos [10. 14]. In human celllines derived from so lid 
tumors. previous reports showed that the AP-I site in 
GSTPI promoter is unresponsive to TPA sti mu la tion 
[7,10,11] . In K562 cells, unlike in other cells tes ted , the 
jun and fos trancription facto rs are induced during 
TPA trea tment [1 2]. These results showed tha t the AP-I 
binding site is essen tia l for the basal activity of the 
GSTP I promo ter and the loss o f this AP-I elemen t 
largely abolished transcriptional activity of the GSTP 1 
promoter [1 5,16]. The reason for the discrepancy be
tween our and previous results may be related to the 
different cellular models used. Previously, TPA was 
shown to be effect ive on the expression of murine GST 
Ya [17] or rat GST P [1 8], whose promoters co ntai n 
similar AP-I binding sites. Moreover, TPA trea tmen t 
was able to increase the binding of AP-I factors to the 
promoters o f erythroid-specific genes in the K562 cells 
[1 9] a nd to induce differentiation of this ce lls towards 
the megacaryocytic lineage [12]. 

J.2. Identification of an inducib/e AP-l comp/ex boulld 
ta the eSTP 1 proll1oter in K562 cells 

We inves tigated interactions between the GST P 1 pro
moter AP- I site and nuclear proteins from in duced and 
unin d uced K562 nuclear extracts by EMSA. Fo r these 
studies. a double stranded DNA pro be was prepared , 
spanning the promoter region from - 73 to - 54 
(Probe - 73 , con ta ining the AP-I binding site). EMSA 
ana lysis showed that the K562 nuclear ex tract s formed 
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three dist inct complexes (C 1. C2 and CJ) with thi s 
DNA probe (Fig. 2(A). lane 2). Upon inducti on by 100 
nM TPA. the intensit y or the C I co mplex strongly 
increased with a maximum or binding observed at 2 h 
or trea tment (Fig. 2( 8). lane 2). A 500-rold molar ex cess 
or the sa me unlabeled oligo nucleo tide or or a can onica l 
heptameric AP- I sit e rrom th e hum an co llagenasc pro
moter (Col-TRE) effi cientl y co mpeted ror the protein 
complexes C I and C2 in serum-sta rved ce ll s (Fig. 2A. 
lanes 3 and 5) as weil as in ce lls trea ted wi th 100 nM 
TPA (Fig. 28. lanes J and 5). In co ntras t. the sa me 
oligonucleo tides co ntaining mutati ons ins ide the AP- I 
site which destroyed the co nse nsus TRE were un ab le to 
compete roI' the binding or co nstituti ve o r induced 
nuclea r ractors (Fig. 2A. lanes 4 and 6 and Fig. 28 . 
lanes 4 and 6). These res ults indica ted tha t C I and C2 
complexes are composed or AP-I rela ted pro tei ns. The 
C3 complex co uld no t be competed by cold Probe - 7J 
nor Col-TRE and should not be related to th e AP-I 
components. 

3.3. c-jul/ and NF-E2 p45 bil/dil/g aClivilies il/ TPA 
Irealed and cOl/lrol K 562 cells 

ln order to identiry the AP-I pro tein co mponent s in 
th e EMSA complexes. seve ra l specifie antibod ies we re 
included into the binding reac ti on miXlllre ro I' super
shifl assays. Previously publi shed result s showed the 
binding or c-j un and c-ros onto the AP-I site o f the 
human GSTPI promo ter [9] . In our hands. arte l' induc
tion by 100 nM TPA . the strongly increased C I co m
plex-binding ac ti vities were partia ll y shifled by the 
anti-c-jun and the anti-Fra- I antibod ies (Fi g. 3. lanes 4 
and 9) . Moreo ver. we showed th a t the C2 co mp lex of 
induced ce lls co uld a lso be competed with th e anti- N F
E2 p45 an tibody (Fig. J. lane 1 J). Other antibod ies 
directed aga inst JunD. Junl3 . Fra-2. c-ros. Fos l3 . NF
E2p18. Nrfl and Nrf2 (Fig . J. lanes 5- 8. 10 - 12. 14 a nd 
15) did not supershirt the prev iously obse rved com
plexes C I and C2 in ex tracts from TPA trea ted K562. It 
has been shown before [20] that heterodimers o r Illan y 
bZip pro tein s. including Mar and NF-E2 p45 and th eir 
related molecules . can recognize sequences rela ted to an 
AP-I site (NF-E2 recogniti on seq uence GCTGA(G/ 
C)TCA. AP- I motir underlined) and that NF-E2 p45 
fo rllls heterodilllers wi th slllali Mar bZip ramil y 
proteins to ro rm a major transc ripti ona l ac ti va tOI' of 
eryth roid ce ll -s pecific genes. NF -E 2. l3y usin g an an ti 
body directed against NF-E2 p45. we obse rved a spe
cifi c di srupti on or the binding o r the C2 co mplcx in 
K562 cell s. a lthough the low Ill obilit y complex C I \Vas 
not arrec tcd by thi s antibody. In co nclusion. two dillcr
ent types or specifie binding co mplexes co uld bc ob
servee! in trea ted K 562 ce ll s. Wh creas c-j un bi nL! ing 
shows a strong ind ucibilit y (C I). the obse rved 1:·E2 
p45 bind ing is not inducible in our hands (C2) . 

( 'l'llllll' ti l llr ·7.\ ·7.\.\1111 TI{I': T/{I ·: 
i\ I II I 

"1"1'..1 1110 Il.\1 

( 'oll1pl'tilllr .7.\ ·7,1 .\lul 
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Fig. 2. EMSA o f K 562 Illidear ex tracts: /\ " 1'· labeled - 73 probe 
was illc llbated ill the abse llce (Ia lle 1) o r presc ilce (Ia ll e 2) o f 10 J1 g of 
K562 Illlclea r ex tracts. Th e a rrowheads (C I - C3) illdica te retarded 

co mple xes. (1\.) K562 Iluclca r cxtracts \Vere prcincubalcu willioUI 

(Ia lle 2) or with a 500- fo ld m o lar cxccss o f llillabled co m pe titors: 
- 73 (Ia ll e 3). - 73 mllt (Ia ll e 4). Co l-TR E (Ia ll e 5) or Co l TR Emll t 

(Ialle 6) . ( 13 ) K 562 ce lls were g rowll ill O. I'V" FCS fo r 24 h (Iall e 2.6) 

bc ro n! preparation o r nuclcar cx til c li o ns . TP/\ tn:a tcd K562 Iluc.: kar 
cx trac.: ts \Ve re prcincuba tcd with a 500 · ro ld 1ll0lH r l!XCCSS o f un ablcd 
comptit o rs - 7J (I alle .1). - 7J mut (Ia lle 4). Co l-TR E (la Ile 5) 
Co l-T R El11llt (la llc 6). 
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Several investigators have suggested possible involve
ment of AP-I/Jun family members in the regulation of 
GSTPI. Moffat et al. [9] demonstrated by using specific 
antibodies, that Jun and Fos proteins are integral com
ponents of the VCREMS nuclear complex bound on 
the AP-I site; however these specific effects of antibod
ies were not observed with MCF7 cells in which GSTPI 
mRNA is not expressed . The observed binding activi
ties did not show any inducibility upon TPA treatment 
in these studies [7,10] . In view of our results, we suggest 
that the TPA-induced CI complex is composed of c-jun 
homodimer, and that Fra-I may play a role in basal 
expression of GSTPI. The Fra-containing AP-I com
plexes have low transcriptional activity in regulating 
phase JI detoxification enzymes genes [21] or even can 
have inhibitory effects on the elastin gene transcription 
[22]. Moreover, Fra-I could be induced by phenolic 
antioxidants and could repress AP-I activity induced by 
TPA by complexing with Jun proteins [21]. 

Several studies indicate that the major AP- I-binding 
proteins that mediate the induction of detoxifying en
zymes may not be proteins of the AP-I family [23,24]. 
Transcription factor NF-E2 was originally identified as 
an erythroid cell-restricted DNA binding factor which 
recognizes the consensus sequence TGCTGA(Cj 
G)TCA(T/C) containing a TPA responsive element. 
Both positive and negative transcriptional regula tion 
can be mediated through NF-E2 sites, depending of the 
relative amounts of p45, the small Maf proteins and 
AP-!-like factors [25,26]. Nrfl and Nrf2 mediate the 
expression of the NQOI gene and its induction by 
xenobiotics and antioxidants while the basal expression 
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is repressed by overexpression of c-Fos and Fra-! [27] . 
In mice, the heterodimer Nrf2/small Maf activa tes 
NQOI gene expression directly through the TRE, and 
Nrf2 was shown to be essential for the transcriptional 
induction of phase JI detoxifying enzyme genes [28] . 
The second component of the NF-E2 transcription 
factor (C2) remains to be identified in our cell model. 
NF-E2p 18 is only one of several Maf proteins like 
MafG which may heterodimerize with p45 to regulate 
gene expression through NF-E2 sites [29] . 

In conclusion, we report here the study of cis- and 
trans-acting elements involved in constitutive and TPA
induced expression of the GSTPI promo ter. The TPA 
responsiveness is !ocalized in a region containing an 
AP-I interacting constitutively with c-jun but also with 
Fra-I and NF-E2p45 . Vpon induction, the c-jun bind
ing is considerab!y increased parallelled by a strong 
transcriptional induction. Based upon our data, it is 
tempting to speculate that the mechanisms leading to 
the inducibility of the GSTPI promoter by TPA may 
give first insights into the mechanisms leading to in
creased GSTP! expression by other xenobiotic com
pounds in human leukemia cells. 
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Fi g. 3. Supershifts of pro teins bo und o n G STPI promoter. A 32P-labeled - 73 pro be was incubated in the abse nce (Ia ne 1) o r presence (Ia nes 
2- 15) o f 10 fig o f nudear eX lracts. K562 ce lls we re grown in 0. 1% FilS fo r 24 h and then treated with DMSO (0.01 %. la ne 2) o r stil11ula ted by 
100 nM TPA fo r 2 h (Janes 3- 15). Fo r supcrshifts. binding assays we re p reincupated \Vith 2 fig o f antibodics as indicated . 
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Abstract 

To study the relationship between methylation and the transcription al activity of the 

minimal promoter of the glutathione S-transferase GST Pl gene, encoding glutathione 

S-transferase Pl-l, GSTPl mRNA levels as well as the basal promo ter activity were 

compared in human leukaemia cell lines. The K562 erythroleukaemia cell line 

presents a strong GSTP 1 promoter activity, as measured in transient transfection 

assays using a luciferase reporter plasmid and correlates with a high mRNA whereas 

in Raji cells no mRNA is expressed. In order to establish a relationship between the 

expression and the methylation status, we used in vitro bisulfite sequencing indicating 

that both methylated and unmethylated GSTP 1 promoter alleles coexisted in K562 

cells whereas Raji lymphoma cells show a nearly uniform hypermethylation of the 

promo ter region. In order to determine the impact of methylation, in vitro SssI 

methylation of the minimal GSTP 1 promo ter leads to the silencing of the promoter 

activity in transient transfection assays in expressing K562 as weil as in non

expressing Raji cells. These data are in good agreement with previously obtained 

results and indicate that methylation of epG sites of the basal promoter is an essential 

mechanism in the control of GSTP 1 gene expression in human leukaemia. 

Key words : gene expression, glutathione S-transferase Pl, DNA methylation, 

transcription regulation, promoter 
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INTRODUCTION 

Methylation of cytosine residues in epG dinucleotides affects the expression of many 

genes and is associated with reduced levels of transcription [1, 2]. Over the last 

decade, numerous studies have demonstrated a close correlation between 

hypermethylated 5' epG islands and the inactivation of the corresponding downstream 

genes, including those coding for p161NKA [3], E-cadherin [4], von Hippel Lindau 

protein [5] and estrogen-a receptor [6], suggesting that hypermethylation of epG 

islands could be a general mechanism of transcriptional regulation. 

GSTs'i are dimeric proteins encoded by a family of distinct genes. Humans 

express four classes of cytosolic GSTs and two membrane bound GST enzymes with 

distinct but overlapping substrate specificity' s [7 - 9]. GSTs catalyze the conjugation 

of glutathione with a wide variety of hydrophobie compounds bearing an electrophilic 

center, including chemical carcinogens, mutagens and anticancer agents [10]. GSTs 

also protect cells by preventing oxidative damage through intrinsic organic peroxidase 

activity [11]. The distribution of GST isoenzymes is tissue-specifie. GSTA is mainly 

expressed in the liver and the kidney while GSTP1-1 is expressed as a major form in 

organs such as lung, breast or bladder [10, 12] . In many human tu mors and pre-

neoplastic les ions GSTP 1-1 is overexpressed, even though in the corresponding 

normal tissues the protein is either absent or expressed at very low levels [13]. 

GSTP 1-1 appears to be involved in the development of anticancer drug resistance, and 

elevated levels of eST?] mRNA are found in cell lines resistant to a range of 

anticancer drugs [14, 15]. 

Promoter methylation is believed to be one the factors implicated in the 

regulation of eST?] gene expression in a wide range of human tissues, as shown by 

Millar et al [16]. In prostate cancer cells, DNA methylation is extensive throughout the 

epG island of the eST?] gene and leads to the loss of eST?] expression [17,18]. 

1 GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; GST, glutathione S-transferase; peR, 

polymerase chain reaction 
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Hepatic carcinoma cells also display abnormal eSTP 1 epG island hypermethylation 

correlated to a loss of eSTP 1 expression [19]. The methylation of the GSTP 1 gene has 

been suggested to play an important role in the silencing of this gene in renal and 

breast carcinoma cells [20, 21]. To test the hypothesis that epG methylation modulates 

the regulatory activity of the eSTP 1 gene promoter in leukemia we have used bisulfite 

genomic sequencing to determine the methylation state of 15 epG sites in the human 

eSTP 1 promoter in an expressing and a non expressing leukemia cell line and 

determined the impact of methylation by in vitro SssI methylation of the minimal 

GSTP 1 promo ter in expressing K562 as weIl as in non-expressing Raji cells . 

3 



MATERIALS AND METHODS 

Cells and Medium 

K562 (chronic myelogenous leukemia), U937 (histiocytic lymphoma), Jurkat (acute T 

cell leukemia), Raji (Burkitt's Iymphoma) and Molt-3 (acute Iymphoblastic leukemia) 

cells, (ail from the American Type Culture Collection) were cultured in RPMI medium 

containing 10 % (v/v) fetal calf serum and 1 % (v/v) antibiotic-antimycotic (ail from 

Life Technologies). 

Northern Blot Analysis 

Total RNA was isolated from approximately 5 x 106 human leukemia cells using 

the Trizol Reagent (Life Technologies) . Ten micrograms of total RNA were loaded 

per lane and separated on a 1 % denaturing formaldehyde agarose gel. After 

electrophoresis, the RNA were transferred by capillary action to a Hybond N+ nylon 

membrane (AmersharnlPharmacia Biotech). Northern blots were hybridized to a 0.72 

kb genomic e2p] labeled genomic ONA fragment coding for human GSTP1 -1 

(American Type Culture Collection) . A human glyceraldehyde 3-phosphate 

dehydrogenase (GADPH) probe (Clontech) was used as a control for equal sample 

loading. Probes were e2p]-labeled by random priming using the RTS Radprime ONA 

Labeling System (Life Technologies). Prehybridization and hybridization were carried 

out at 42°C. Northern blots were washed for 5 min with 2x SSC (sodium 

chloride/sodium citrate) and 0,5% SOS, then washed twice with 2x SSC and 0,1% 

SOS for 5 min and at least 30 min in a 1 x SSC buffer containing 0.1 % SDS at 65°C. 

Autoradiography was performed using X-OMAT AR film (Eastman Kodak Co.) and 

two intensifying screens at -70 oC. Quantifications were performed by scanning of the 

autoradiograms and the Image 1.62b7 software (NIH) . 
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Construction of Expression Vectors 

Human genomic DNA was extracted from human peripheral blood cells 

following standard procedures. Primers GSTI and GST2 (Eurogentec) were used to 

amplify a 136 bp product corresponding to the minimal promo ter of the human GSTP 1 

gene on the basis of sequences deposited in GenBank (Accession Number X08058) by 

Morrow et al. [22]. Primers correspond to the following regions : -97 to -79 

5'-AAAAAGGATCCGGACCCTCCAGAAGAGCGG-3' for GSTI and +21 to +39 

5'-AAGCTTCGTACTCACTGGTGGCGAAG-3' for GST2 relative to the 

transcriptional start site. PCR conditions were performed in 25 III volumes at 95 oC for 

5 min, 30 cycles at 95 oC for 1 min, 57.5 oC for 1 min, 72 oC for 90 s. The amplified 

product was subcloned into a pCRIl-Topo plasmid (pCRIl-GSTI128) (Invitrogen), 

excised by KpnI and HindIII and religated into a KpnI and HindIII linearized and 

dephosphorylated pGL3-Enhancer plasmid (Promega). The final construct was termed 

pGST1128. Relevant regions of the final constructs were confirmed by sequencing in 

both directions using a T7 sequencing kit (AmersharnlPharmacia Biotech). 

Bisulfite Modification of Genomic DNA 

DNA was obtained from the different cells and bisulfite modification was 

carried out as described by Frommer et al.. [23] with modifications described by Feil 

et al.. [24]. Briefly, 5 micrograms of genomic DNA from K562 cells were treated with 

5 M sodium bisulfite and 100 mM hydroquinone pH 5.0 at 50°C for 16 h. After 

modification, the sense strand of the GSTP 1 promoter was amplified by PCR using the 

following primers, designed after taking into account the bisulfite conversion reaction 

: -98 to -82 5'-GGGATTTITTAGAAGAG-3' for GSTl' and +19 to +37 

5'-TACTCACTAATAACRAAAA-3' (with R = A or G) for GST2' relative to 

the transcriptional start site (see Fig. 3A). PCRs were performed in 25 I,ti volumes at 

95 oC for 5 min, 30 cycles at 94 oC for 30 s,51 °C for 1 min, 72 oC for 90 s. 
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Amplified PCR fragments were subcloned into a pCRII-Topo plasmid (lnvitrogen). 

Positive clones from at least three independent PCRs were sequenced to determine the 

methylation pattern of individual DNA molecules using a T7 sequencing kit 

(AmershamlPharmacia Biotech). After modification, Cs derived from unmethylated 

Cs appear as T's while methylated Cs appear as Cs. 

Methylation of Plasmid Constructs 

Whole plasmids were methylated using SssI methylase (M.SssI), which 

methylates aIl cytosine residues within the double-stranded dinucleotide recognition 

sequence 5'-CG-3' (New England Biolabs). Ten micrograms of pGSTl128 plasmid 

were incubated with 30 units of M.SssI and in a parallel control reaction 10 p,g of the 

same plasmid were mock-methylated in the absence of S-adenosylmethionine. 

Methylated and mock-methylated plasmids weré digested with KpnI/HindIII and 

religated. 

Region-specific methylation was carried out by a KpnIlHindIII digestion of 

methylated and mock-methylated pGST1128 constructs. After digestion, promoter 

DNA fragments were separated by agarose gel electrophoresis, purified and ligated to 

either mock-methylated or methylated plasmid DNA in order to produce partially 

methylated constructs. 

Transient Transfection Assays 

Transfections of K562, U937, Jurkat and Raji cells were done by electroporation 

using a BioRad Gene Pulser (BioRad Laboratories). For each experiment 5 x 106 ceIls 

at a concentration of 1.8 x 107 cells/ml were electroporated at the following settings : 

625 Vlcm and 500 p,F (K562 and U937), 800 V/cm and 500 p,F (Jurkat), 775 V/cm 

and 960 p,F (Raji) in a final volume of 300 p,l. Twenty micrograms of the reporter 

gene construct and 8 p,g of a p cytomegalovirus (CMV) 13 plasmid (Clontech) were 

used for each pulse. Results from ail transfections were normalized to the 
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,B-galactosidase activity expressed by the co-transfected control plasmid pCMYj3. For 

methylation cassette assays, K562 cells were grown to early log phase, harvested and 

resuspended in RPMI medium at 1 x 106 cells/ml. 2 x 105 cells were transfected by 

transferrin mediated endocytosis according to the instructions of the manufacturer 

(Bender Medsystems). Briefly, cells were transfected with 2 flg of each luciferase 

construct and 8 flg of an X hoIlHindIII digested and religated j3-galactosidase 

expressing control plasmid. After transfection, cells were cultured in 1.5 ml preheated 

medium. After 48 hours, the cells were harvested and resuspended in 300 fll of 

reporter lysis buffer (Promega). The light emission resulting from luciferase activity 

was measured in a Turner luminometer by integration of the peak light emission over 

15 s at 25°C. ,B-galactosidase activities were measured in an assay buffer containing 

100 mM sodium phosphate (pH 7.3), 1 mM MgC12, 50 mM 2-mercaptoethanol, 0.665 

mg/ml o-nitrophenyl-fi-D-galactopyranoside and 50 fll of celllysate. 

The ratio between arbitrary luciferase light units and j3-galactosidase activity 

was normalized for each cell line separately relative to the cells transfected with 

pGL3-Control (Promega). All results are expressed relative to the luciferase activity of 

the pGL3-Control, arbitrarily set to 100 %. Each value represents the average ± S.D. 

of three independent transfection experiments. Assays were repeated twice. 
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RESULTS 

Differentiai expression of GSTP 1 mRNA in human leukaemia celllines 

To characterise the expression of the GSTP 1 gene in human leukaemia ceIls, we used 

Northern blot hybridisation with a 0.72 kb genomic fragment of human GSTP 1. K562, 

Jurkat and U937 cells showed significantly higher mRNA levels than Molt-3, whereas 

no significant amount of GSTP 1 mRNA was detected in Raji cells [Fig. 1). 

Hybridisation with a GAPDH specifie probe showed no difference in GAPDH mRNA 

contents for these cell lines. 

To measure basal GSTP 1 promo ter activity in these cells, we constructed an 

expression plasmid containing a 136-bp fragment of the GSTP 1 promoter fused to a 

luciferase reporter gene. Transfection of this construct into K562 chronic myelogenous 

leukaemia cells resulted in a lü-fold increase of luciferase activity relative to cells 

transfected with a simian virus (SV) 40 promoter-driven pGL3-Control plasmid [Fig 

2]. Transfection of the same construct into Jurkat acute T-cell leukaemia cells and into 

U937 histiocytic lymphoma ceIls, yielded 7-fold and 3.5-fold increases, respectively. 

In contrast, transfection of this reporter construct into Raji, a Burkitt's lymphoma cell 

line, produced no significant increase above pGL3 luciferase activity [Fig. 2). These 

results are in good agreement with our observations by Northern blot analysis as K562 

cells expressed the highest GSTP 1 mRNA levels . These data suggest that expression 

of GSTP 1-1 is cell-line specifie. 

Methylation status of CpG sites in the GSTP 1 promoter 

The central tenet of our hypothesis is that, if a relationship exists between CpG 

methylation and transcriptional activity of the GSTP 1 gene promoter in leukaemia cell 

lines, we would expect GSTP 1 promoter methylation to result in lower levels of 

GSTP 1 gene expression . To analyse the preci se methylation pattern of the GSTP 1 

promoter we chose the chronic myelogenous leukaemia cell line, K562, which, as 
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shown above, expresses high levels of GSTP 1 mRNA. Fifteen CpG dinucleotides can 

be recognised in the 136-bp fragment that we studied, spanning from position -98 to 

+37 relative to the transcriptional start site + 1 [Fig. 3A]. This region con tains 

numerous canonical binding sites for transcription factors including two Sp 1 sites and 

one API site. PCR fragments resulting from amplification of bisulfite-modified K562 

DNA were subcloned into pCRII-Topo plasmid vectors. After modification and PCR, 

unmethylated cytosines appear as thymines whereas methyl-cytosines appear as 

cytosines on the sequencing gel. Fig. 3B shows the tracks of a typical bisulfite 

sequencing autoradiograph. To ensure an accurate methylation profile, we sequenced 

a total of 18 to 27 clones from 3 independent PCR reactions. For each of the 

sequenced clones, the presence or absence of a methylated cytosine at the 15 CpG sites 

within the PCR fragment was scored. Table l shows the methylation patterns recorded 

for the different clones of the K562 and Raji cell lines. In K562 ceIls, which express 

GSTP 1, 37 % of the clones are almost completely demethylated [Table 1]. Raji ceIls, 

which do not express GSTP 1, showed a very high level of methylation (90-95 %), 

suggesting that promoter inactivation in these cells might result from methylation 

[Table 1]. 

Inhibition of the transcriptional activity by methylation of the minimal GST Pl 

promoter 

To study the possible cause and effect relationships between CpG methylation 

and transcriptional activity, we compared the ability of in vitro methylated and mock

methylated GSTP 1 minimal promoters to direct the reporter gene expression in 

transiently transfected leukaemia cells expressing GSTP 1-1 (K562, U937 and Jurkat) 

and the non-expressing Raji lymphoma cells. To accomplish complete methylation, we 

used SssI methylase, which methylates aIl CpG dinucleotides in the methylation 

reactions. The comparison of results with methylated and unmethylated reporter 

plasmids indicates in ail tested cell lines that methylation resulted in an only residual 
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reporter gene activity as referred to the control cells transfected with unmethylated 

pGSTl128: 3.6% for K562, 0.8% for U937, 0.2% for Jurkat and 0.7% for RAJI 

[Fig. 4]. 

To assess the role that methylation of the promoter relative to methylation of the 

plasmid backbone may have on the gene expression results, we measured the reporter 

activity after exchanging the different plasmid components. The methylated eSTP 1 

promoter fragment was religated into a mock-methylated plasmid backbone and the 

methylated plasmid backbone was ligated to a mock-methylated promoter fragment. 

Transfection of the chimeric plasmids into K562 cells resulted in 96.3% reduction of 

luciferase activity when only the promoter was methylated and 66% reduction when 

only the plasmid backbone was methylated [Fig. 4]. These results confirm that 

methylation significantly reduces the promoter activity of the eSTP 1 fragment but that 

in addition, other effects take place at CpG islands that may affect the expression of 

nearby genes. 

DISCUSSION 

In this report we show that transcription of the eSTP 1 gene is ceIl-line specific even 

among human leukemia cells in culture. We also find that in cell lines that express 

eSTP 1 mRNA, such as K562, a 136-bp fragment of the eSTP 1 minimal promoter is 

sufficient to direct the strong induction of a luciferase reporter gene. ln vitro 

methylation of the promoter reduces its ability to direct the expression of the reporter 

gene. In Raji lymphoma cells, low levels of GSTPl mRNA can be correlated to a 

lower transcriptional activity and a stronger methylation of the promoter region. Those 

results correlate with those of Shea et al. [25] who measured a very low anionic GST 

activity related or identical to GSTP 1-1 « 1.0 milliunits/mg protein) in Raji cells. 

Several proximal promoter elements have been shown to influence GSTP 1-1 

expression. A region spanning from position -80 to -8 is absolutely required for 
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reporter gene activity in transient transfection experiments [26] and for retinoic acid 

dependent repression [27]. Of two OC boxes located in this promoter region, the distal 

O/C box, but not the proximal, is essential for promoter activity, as shown by site 

directed mutagenesis [16]. Other reports suggest that the acti vator protein-l site (AP

l, nucleotides -69 to -63) is essential for promoter activity in a human breast 

carcinoma cell line [26, 28]. Since the expression of various genes encoding drug 

metabolizing enzymes including the human NAD(P)H:quinone oxidoreductase 1 

(NQO,) gene, the murine OST Ya and the rat OST-P genes are regulated through 

inducible AP-l components, the involvement of the AP-l response element in the 

transcriptional regulation of the human GSTP 1 gene might also be of importance. 

Recent studies have suggested that NF-E2-related factor 2 (Nrf2) is involved in 

regulating the basal expression of the rat OSTA2 and NAD(P)H:quinone 

oxidoreductasel genes [29] . Cell-line specific expression of those and related 

transcription factors might also regulate the expression of the GSTP 1 gene in human 

leukemia. 

In K562, a chronic myelogenous leukemia, methylation of the ABLI promoter is 

limited to the allele nested within the Philadelphia fusion gene whereas the allele on 

the normal chromosome 9 remains unmethylated [30]. The same authors previously 

showed that in chronic myelogenous leukemia, methylation is likely to be an allele

specific process. Moreover, for the ABLI promoter, methylation appears to be closely 

correlated to chronic myelogenous leukaemia (CML) progression and methylation 

correlates to a disease progression to a more aggressive form of the disease. As K562 

cells form a homogenous culture and were established from a patient in the blastic 

phase of CML, further experiments will be needed to show whether or not every cell 

contains a methylated and an unmethylated promoter allele. GSTP 1 mRNA expression 

wou Id then derive from the unmethylated allele whereas the methylated allele remains 

silent. 
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To assess the relationship between the promoter methylation status and 

transcriptional activity, we analyzed the effect of in vitro methylation on the induction 

of the luciferase reporter gene transiently transfected in both expressing (K562) and 

non-expressing (Raji) cells. In both celllines in vitro methylation considerably reduces 

the expression level. Those results are in good agreement with a number of previous 

studies that correlate CpG methylation to transcriptional silencing of the minimal 

promoters of the p 161NKA [3] and embryonic globin genes [31]. 

Hypermethylation of regulatory sequences at the GSTP 1 gene has been observed 

in human prostatic tissue specimens [32], where it was accompanied by a striking 

decrease in GSTP1-1 protein expression. Overexpression of GSTP 1 was observed 

during the development of multidrug resistance mechanisms in acute non

lymphoblastic leukemia and in acute myeloid leukemia [33], which led to the 

suggestion that expression of GSTPl might be a useful marker of clinical resistance to 

cytostatic drugs. This close association with multidrug resistance in human leukemia 

and in breast cancer, makes the study of the molecular mechanisms regulating GSTP 1 

expression of particular importance for the design of anticancer treatments. 

Conversely, we might expect that demethylation of otherwise CpG rich promoter 

regions at that specific site will have an important role in relieving repression of 

GSTP 1 expression and play a key role in the switch from drug-sensitive cancer cells to 

the development of drug resistance in human leukemia cells. 

In the present study, we have examined the relationship between methylation 

and the promoter activity of a 136-bp minimal GSTP 1 promoter in the human 

leukemia cell li ne K562. We find that in vitro methylation of this promoter with SssI 

has a transcriptional inhibitory effect and that the methylation state of this GSTP 1 

promoter fragment in expressing and non-expressing leukemia cell lines correlates 

with the degree of GSTP 1 RNA expression and transcriptional activity . 
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Legends of figures 

Figure 1. [A] Northern blot analysis. The upper panel shows GSTP 1 RNA From five different human 

leukemia cell lines. As a control for sample loading, the blot was stripped and rehybridized with a 

GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) specific probe, shown in the lower panel. [B] 

Quantitation of northelll blot data. Three different northelll blots were quantitated using the NIH Image 

1.62b7 software. The ordinate represents the GSTPI mRNA/GAPDH mRNA ratio for each cell line 

tested. Each bar represents the average ± S.D. of three independent northern blots. 

Figure 2. Transcriptional activity of the minimal GSTP 1 promo ter in human leukemia cells. Summary 

of luciferase assay results. Each cell line was transfected with a pGL3-Control plasmid (white bars), 

with pGSTll28 construct (shaded bars) and co-transfected with a fl-galactosidase expressing pCMV13 

plasmid. The cells were harvested 48 h later, standardized luciferase activity was determined as 

described in Material and Methods. Results were compared between cell lines taking into account the 

correction for the pGL3-Control activity levels. Each bar represents the average ± S.D. of three 

independent transfection experiments . Assays were repeated twice. 

Figure 3. [A] Alignment of the human GSTP 1 promoter sequences. CpG dinucleotides are numbered 

and underlined . Sequence is numbered relative to the transcriptional start site as indicated (+ 1); binding 

sites for SPI and API are in italic . [B] Typical bisulfite sequence autoradiograph of two clones of the 

amplified region (complementary strand). Ali cytosines have been converted to thymines while 5-

methylcytosines appear in the C track. Clones shown are methylated at ail CpG sites (Raji cells, left) or 

unmethylated (K562 cells, right). 

Figure 4. Relative luciferase expression following in vitro SssI methylation of plasmid construct 

pGSTI128 containing the GSTP 1 promoter region upstream of a luciferase reporter gene and 

transfection into leukemia cells. Complete methylation of ail CpG dinucleotides in a particular region of 

a given construct is represented by an attached M. Each bar represents the average ± S.D. of three 

independent transfection experiments. Assays were repeated twice. U, unmethylated; M, methylated. 
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Each horizontal line represents a single sequenced clone; the sequencing results from three independent PCRs have been 

combined for each cellline; (+) : methylated site and (-) : unmethylated site; Total % : average level of methylation of ail 
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RESUME 

La Glutathio n S-Transférase P 1-1 (GSTP 1- 1), impliquée dans la conjugaison de composés électrophiles au glutathion, la 

cancérogénèse et le développement de résistances aux anticancéreux, reste peu étudiée dans le cas des leucémies humaines. Dans 

un premier temps, nous avo ns montré que l' expression de l'ARNm ou de la protéine dépend du type de leucémie et que le 

promoteur basal n'est actif que dans les cellules qui expriment la GSTP 1-1 (K562, U937, Ju rkat) contrairement à celles qui 

n'expriment pas la GSTPI-l (Raji, Molt-3). Une approche par délétions sucessives du promoteur GSTPl nous a permis de 

locali ser un site AP- I nécessaire à l'expression basale. Par la suite, l'étude du statut de méthylation du promoteur basal par la 

technique de modification au bisulfite a permis de corrèler le taux d' express ion de GSTPI-I à la partielle déméthylation du 

promoteur dans les K562, et à l'hyperméthylation de ce promoteur dans les Raji et Molt-3. Toutefois l' hyperméthylation du 

promoteur dans des lignées qui expriment la GSTPl-1 (U937, Jurkat) suggère que d'autres mécani smes sont impliqués. Ainsi, la 

technique de retard de migration sur gel a permis de mettre en évidence un complexe spécifique li é au si te AP-I et 

caractéristique des lignées qui expriment la GSTP 1-1. Les anticorps spécifiques ont iden tifié la présence des facteurs de 

transcription c-jun, Fra-l et NF-E2 p45 dans ce complexe. Nous avons terminé nos travaux par la démonstration d'une forte 

inductibilité de ces interacti ons par un traitemen t des K562 par un ester de phorbol (TPA) ou par des agents produisant un stress 

oxydant (Doxorubicine, peroxyde d ' hydrogène et tert-butylhydroquinone). Le TPA augmente aussi l'expression de la protéine et 

l' ac ti vité du promoteur basal. L'ensemble de ces résultats nous a permis de préciser le mode de régulation de la GSTPI-I dans le 

cas des leucémies humaines et démontre pour la première fois une inductibilité du site AP-l du gène de la GSTPl -1 humaine par 

un ester de phorbo\. 

MOTS-CLÉ 

Leucémie, transcription, glutathion S-transférase, AP-I, stress oxydant, ester de phorbol, méthylation de l'ADN 

ABSTRACT 

Glutathione S-transferase P 1-1 (GSTP 1- 1) catalyzes the conjugation of electrophilic compounds to glutathione and is implicated 

in carcinogenesis ~md resistance to antineoplastic drugs. Transcriptional mechanisms responsible for GSTPl -1 expression remain 

still unclear, specificall y in human leukemi a. Here we demonstrate that GSTPI-I mRNA levels correlate with GSTPl-1 

promoter activity : K562, Jurkat and U937 cells express high mRNA level and present strong promoter activity, whereas Raji 

and Molt-3 cells show no mRNA expression and also a weak promoter activi ty . Seriai promoter deletions reveal that a consensus 

AP-I site is essenti al for constituti ve promoter activity in expressing leukemi a cell s. Furthermore, we used in vitro bisulfite 

sequencing to show that hypermethylation in Raji cells on one hand and coexistence of methylated and unmethylated alleles in 

K562 cells on the other hand cOITelate with GSTP1-1 expression. Nevertheless, the same promoter fragment is hypermethylatied 

in GSTPl express ing Jurkat and U937 cells, indicati ng that other regulatory mechanisms are probab ly active. Gel shift assays 

revealed a specifi c binding of an AP-l complex in GSTPl-l expressing cells. Supershift assays identi fied c-jun, Fra-l and NF

E2 p45 as transcription factors constitutively bound to the AP-l si te in these cells. We also showed that this DNA binding was 

induced by the phorbol ester TPA and by oxidative stress inducing compounds (Doxorubicin, H20 2 and tert-butylhydroquinone) . 

Moreover, TPA induced GSTPl mRNA expression and promoter activity in K562. Our results show new insights into the 

regulation of GSTPI-l express ion and demonstrate for the first time that TPA is involved in the molecular mechanisms 

mediating the activation of the GSTP 1 promo ter in a human leukemia cellline mode\. 
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Leukemia, transcription, glutathione S-transferase, AP-l, oxidative stress, phorbol ester, DNA methylation 
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