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La cancérogenèse - la transformation de cellules saines en cellules cancéreuses - est

généralement composée de 3 étapes majeures (Surh, Y., 1999) (figure 1):

- L'initiation, étape irréversible, pendant laquelle les cellules sont mises en contact

avec un agent carcinogène qui endommage l'ADN de façon irréparable.

- La promotion, étape de prolifération cellulaire pendant laquelle les cellules

endommagées vont se multiplier, formant ainsi une tumeur pré-maligne muiti-cellulaire.

- La progression, étape irréversible pendant laquelle un nouveau clone cellulaire avec

une capacité de prolifération et d'invasion augmentée ainsi qu'un potentiel métastatique se

développe.

Une fois la tumeur établie, les cellules cancéreuses ont la possibilité d'envahir le

système sanguin, ce qui leur permet d'atteindre d'autres organes et d'y établir des métastases,

qui sont des tumeurs secondaires.

Les cancers présentent 6 caractéristiques communes essentielles (Hanahan et

Weinberg, 2000) (figure 2):

- Autonomie de croissance: Contrairement aux cellules normales, les cellules

transformées ne nécessitent pas de signal de croissance dû aux facteurs de croissance, à des

éléments de la matrice extracellulaire ou aux interactions/adhésions cellule-cellule.

- Insensibilité aux signaux d'arrêt de prolifération: Les tissus cancéreux ne répondent

pas aux signaux d'arrêt de la croissance nécessaires, dans les tissus sains, au maintien de

l'homéostasie et de la quiescence cellulaire. Ces signaux peuvent provenir d'inhibiteurs de

croissance solubles ou présents à la surface de cellules voisines.

- Évasion de l' apoptose : Le phénomène de mort cellulaire programmée - ou apoptose

- est latent dans toutes les types cellulaires et les cellules cancéreuses présentent des

mutations de gènes importants ou indispensables au bon déroulement de l'apoptose,

favorisant la prolifération des cellules.
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Figure 1: Représentation schématique des étapes de la cancerogenèse. Selon Surh (1999).

Un procarcinogène pénétrant dans la cellule est activé en carcinogène par les enzymes de

phase l (cytochrome P450). Ainsi activé il endommage l'ADN de façon irréversible: c'est

l'étape d'initiation. Les cellules endommagées se multiplient formant une tumeur pré-maligne:

c'est l'étape de promotion. Un nouveau clone cellulaire malin apparaît et se développe: c'est

l'étape de progression (Surh, Y., 1999).
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Figure 2: Capacités acquises pal' les cellules canc éreuses, Selon Hanahan et Weinberg (2000).

Les cellules transformées présentent 6 caractéristiques communes essentielles: l'autonomie de

croissance, l'insensibilité aux signaux de croissance, l'évasion de l'apoptose, un potentiel

réplicatif illimité, un potentiel d'angiogenèse et un potentiel d'invasivité et de métastases

(Hanahan et Weinberg, 2000).
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- Potentiel réplicatif illimité: Les 3 premières caractéristiques montrent que la

croissance dé cellules cancéreuses est indépendante des signaux de l'environnement et cela

pourrait être suffisant pour conduire au développement de tumeurs macroscopiques s'il

n'existait un phénomène de limitation de la croissance intrinsèque à la cellule et indépendant

des relations cellule-cellule: la sénescence. Les cellules cancéreuses acquièrent l'immortalité

au cours de leur transformation et perdent la capacité d'entrer en sénescence, permettant

encore une fois la prolifération cellulaire.

- Potentiel d' angiogenèse : Pour permettre leur approvisionnement en oxygène et en

nutriment, les cellules doivent se situer à environ 100 ut» d'un capillaire. L'angiogenèse est

donc un point essentiel du développement d'un organe et est finement régulée. Les cellules

saines ne possèdent pas de potentiel angiogénique et les cellules tumorales acquièrent ce

potentiel au cours du développement tumoral.

- Invasivité et métastase: Pendant le développement de la tumeur certaines cellules se

détachent: c'est l'invasion, et colonisent d'autres tissus en formant des tumeurs secondaires:

ce sont les métastases. La colonisation n'est possible que si la cellule possède les 5

caractéristiques précédemment citées mais les phénomènes mis en cause ne sont pas encore

complètement compris.

Ces 6 caractéristiques semblent être acquises par les cellules cancéreuses au cours de

leur transformation à cause de modifications génomiques dues à une grande instabilité et à

une mutabilité accrue.

La majorité des cancers sont des carcinomes originaires des poumons, du colon ou de

l'utérus. Ces cancers sont pour la plupart dus à un risque environnemental tel que les produits

chimiques, les radiations ou les virus (Surh, Y., 1999).

L'élimination ou la diminution des contacts avec ces carcinogènes environnementaux

peut permettre une prévention basique des cancers. De plus, les avancées dans la

compréhension des mécanismes moléculaires de la cancérogenèse ont permis de développer

de nouvelles stratégies de prévention: la chimioprévention.

Les cellules cancéreuses sont des cellules ayant perdu la faculté de contrôler leur

croissance et leur division. Pour les éliminer, on utilise des agents cytostatiques (qui bloquent

la croissance cellulaire) ou cytotoxiques (qui provoquent la mort cellulaire), naturels ou

synthétiques. Malheureusement certaines cellules développent des résistances à ces

médicaments par différents mécanismes:
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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 PASO (CYP) conduisant à une

modification de la clairance du médicament.

L'activation des systèmes de réparations des lésions provoquées par les agents

alkylants sur l'ADN.

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

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

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

Il nous a donc paru intéressant d'étudier le mode de fonctionnement du système

glutathion et en particulier de l'enzyme de détoxication: la GST.
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Partie l : Présentation et rôle de la glutathion S­

transférase PI-I

1 - Le glutathion

Le GSH est un tripeptide (y-glutamyl-cystéinyl-glycine) qui constitue le groupement

thiolle plus important dans la cellule (l à 5 mM).

Il est synthétisé par la GCS et la glutathion synthétase. Sa conjugaison par les GST,

suivie de son élimination grâce à la pompe GS-X, permettent la détoxication des cellules de

substances électrophiles, telles que la doxorubicine, le cisplatine, le chlorambucil, le

cyclophosphamide, les chloroéthylnitrosourées ou le melphalan, composés utilisés dans les

chimiothérapies (Schroder, et al., 1996) (figure 3). Il peut aussi réguler le taux d'espèces

réactives de l'oxygène (ERO) grâce à son cycle redox au cours duquel il est oxydé en GSSG

(forme oxydée du glutathion), puis réduit rapidement par la glutathion réductase qui maintient

ainsi le rapport GSH:GSSG à 99:1 (Tew, 1994).

En détoxifiant la cellule et en facilitant l'élimination de ces médicaments, le système

du glutathion pourrait être à l'origine de certaines résistances.

Les enzymes intervenant dans ce système (GGT, GCS et GST) pourraient aussi tenir

une place importante dans ces phénomènes. Il a en effet été montré que certaines résistances

au chlorambucil étaient liées à un taux plus élevé de ces enzymes ainsi que du GSH dans des

cellules de carcinome ovarien de hamster chinois (CHO ChI') (Lewis, et al., 1988).

Pendyala et al. ont eux découvert qu'une déplétion en GSH augmente la sensibilité au

cisplatine et à l'iproplatine dans des cellules SK-MEL-2 (cellules de mélanome humain)

(Pendyala, et al., 1997).

En fait, le GSH serait lié à des résistances très diverses: mitomycine C, moutarde

azotée L-phénylalanine, cyclophosphamide, chlorambucil, daunorubicine et cisplatine (Zhang,

K., et al., 1998).
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Figure 3: Représentation schématique du système glutathion.

Acide glutamique + cystéinylglycine

Cystéine +

Le glutathion (OSH) extrace llulaire est dégradé en acide glutamique et cystéinylglycine par la

g-glutamyl transférase (OOT). D'autres peptidases réduisent la cystéinylglycine en cystéine et

glycine , Les différents acides aminés peuvent alors pénétrer dans la cellules. L'acide

glutamique et la cystéine sont pris en charge par la glutathion glutamylcytéinyl synthétase

(OCS) . Le OSH sera produit grâce à la glutathion synthétase. Il sera conjugué à des composés

électrophyles ou des radicaux libres par le glutathion S-transférase (OST) pour être ensuite

expulsé de la cellu les par le pompe OS-X,
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2 - La glutathion S-transférase PI-I

2.1 - Classification

La glutathion S-transférase Pl-l (GSTPl-l, E.C. 2.5.1.18) est une protéine dimérique

(homo ou hétérodimérique) avec des sous-unités de 23 à 28 kDa. Elle appartient à une grande

famille d'isoenzymes fonctionnelles, les GST, qui conjuguent le GSH à des composés

électrophiles ou radicaux libres. Ces composés ainsi conjugués seront alors expulsés de la

cellule grâce à la pompe GS-X. Ces enzymes participent activement à la détoxification des

cellules, les protégeant ainsi contre les agents mutagènes et toxiques.

La famille d'enzyme GST comprend plusieurs classes dont une classe microsomale.

Ces différentes classes ont été déterminées selon leur structure et leur localisation (Tableau 1).

Les différentes classes découvertes jusqu'à maintenant sont : a, u , sr, e, CD, ~, e et

microsomale. Elles sont aussi appelées, respectivement, classes A, M, P, T, 0, Z, e et MGST.

Il a aussi été découvert une classe mitochondriale : la classe K.

Chaque classe est le produit d'un gène différent localisé sur un chromosome différent.

Elles sont aussi exprimées de façon tissu spécifique. La GSTe n'est présente que dans les

érythrocytes et ceux-ci n'expriment que cette GSTe. Les GST microsomales sont

probablement des trimères et sont membranaires contrairement à toutes les autres classes qui

sont des dimères cytoplasmiques. La GSTPl-1 (classe re) , qui est présente sous forme de 3

variants A, B, C, est exprimée dans la plupart des tissus mais pas dans le foie adulte. Les GST

ne présentent pas une grande spécificité de substrat et peuvent lier de nombreuses substances

au glutathion. Elles sont abondantes et représentent jusqu'à 4 % des protéines solubles dans le

foie (Eaton and Bammler, 1999).

-9-



Tableau 1 : Classification des GST.

ENZYME LOCALISATION TISSULAIRE CHROMOSOME SUBSTRATSPECIFIQUE REFERENCE
SOLUBLE,

,

CYTOSOLIQUE,
D1MERtQUE

Classe all!lli'
GSTAI (GST2), 25,6 Foie, rein, intestin grêle Hydroperoxyde de l-methyl-
kDa I-phényléthyl

6pl2
GSTA2 Foie fœtal Activité GSH peroxydase (Board et Webb, 1987)
(GST2), 26 kDll Hydroperoxyde de eumène
GSTA3 Placenta ~ ?
GST A4 ,25,7 kDll Intestin grêle, rate 4-hydroxynonénal
t'lasse uut
GSTMI Foie, rein, estomac, faible Trans-stilbène oxyde
(GSTl),26,7 kDa dans squelette, muscle

cardiaque
GSTM2 Muscles Trans-4-phenyl-3-buten-2-
(GST4), 26 kDa one

Catécholamine quinones
eSTM3 Testicules, cortex cérébral Ip13.3 Bromosulfophtaléine, (Campbell, et al., 1990.
Variants A, II DCNB Gough, et al., 1994, Insk ip, et
(GST5), 26,3 kDll 01.,1995)
GSTM4, 26 kDa
GSTM5, 26 kDa Cerveau, poumons, testicules. ( Pearson, et al., 1993,

faible dans cœur Takahashi, et 01.,1993)
GSTMIL (mu-like) 3 (Islam. et al., 1989)
Classe pi

GSTPI Système urinaire, digestif, Acide éthacrynique (Ali-Osman. et al., 1997,
Variants A, B, C respiratoire, sein, gros intestin, Benzo( a)pyrène 7,8- Commandeur, et al., 1995,
GST3, 23 kDa placenta, la plupart des tissus Ilql3 dihydrodiol-9, lû-epoxide Laisney, et al., 1983, Terrier.

sauf foie adulte et al., 1990)
Clnss!'. thl'!;'
GSTTl, 27 kDa Rein, foie, intestin grêle. 22q 1l.2 Dichlorométhane (Pemble, S .. et al., 1994)

cerveau, rate, prostate, 1.2-epoxy-3 -(p-
pancréas, testicules, cœur, nitrophenoxy)propane
poumons l-menaphthyl sulfate

eSTT2, 27 kDa Foie
Classe l'

csre 1 Erythrocytes 1 1 (Laisney, et al.• 1984)

Clas,,,,'l' Olll~a
GSTOI 1 Foie, muscles squelettiques'I 1 Activité thiol transférase 1 (Board, et 01.,2000)

cœur, faible dans cerveau, 10
placenta, poumon

CIas·st' kalllH!
GSTKI 1 Mitochondriale

1 1

1 (Pemble, S. E., et al., 1996)
(GSTl3-13)

Clnsse I.el)'
GSTZI, 24,2 kDa 1 1 14q24.3 1Acide dichloroacétique 1 (Board. et al., 1997)

ENZYME !.OCALlS.\T!OI\' TlSSL'I.AIRE CIIRO~IOSOME SUBSTRAT REFEI{ENCE
MEMBRANAIRE,
MICROSOMAI.E,
TRIMERIQUE'!

MGSTl foie 12

MGST2 ;" tissus, faible ou nul dans
poumon, cerveau. placenta. 4

moelle osseuse
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2.2 - Rôle de la GSTPl-l dans la cancéro2enèse

La GSTP1-1 a souvent été associée à la cancérogenèse et à la résistance à certains anti­

cancéreux. En effet, l'expression de la GSTP1-1 est souvent augmentée au cours de la

cancérogenèse dans les tumeurs solides comme dans les leucémies. De plus, la résistance des

cellules transformées à certains agents anti-cancéreux semble être corrélée à une sur­

expression de l'expression de la GSTP 1-1.

2:._2:,l_~_J3xp.rç_~~Üçm_Q~_1Ç!_Ql!Jtéj.thiQn.S.~Inm~f~f.éj..~~.Pl:-.l..d~ms.J.ç.~.t!Jm.ç.l}xs..SQHdç_~

Dans certaines tumeurs solides, l'expression de la GSTP 1-1 est augmentée, pouvant

ainsi servir de marqueur. En effet, le taux de GSTP 1-1 est plus élevé dans les tumeurs gastro­

intestinales que dans les tissus environnants (Mohammadzadeh, et al., 2003). Le taux de GST

plasmatique des ces patients est aussi plus élevé que chez les personnes saines. De plus, il a

été montré que le fait qu'une tumeur exprime ou non la GSTP1-1 pouvait influencer la survie

et l'apparition de nouvelles tumeurs après la chimiothérapie (Huang, J., et al., 2003).

Nakajima et al. ont montré que la GSTP 1-1 est sur-exprimée dans tous les

cholangiocarcinomes soumis à des examens immunohistologiques (Nakajima, et al., 2003).

Dans le cas des cancers de la prostate, il est connu que la GSTP 1-1 est exprimée

abondamment alors que les cellules saines du même organe ne l'expriment que rarement

(Jung, et al., 1997). La sur-expression de la GSTP1-1 dans ces tumeurs apparaît lors de la

progression du cancer vers un état indépendant des hormones (Li, M., et al., 2003). On peut

aussi corréler l'expression de la GSTP1-1 et un taux de fer élevé avec une transformation des

cellules naso-pharingées. Ceci représente aussi un bon pronostic pour l'apparition de

métastases lymphatiques (Jayasurya, et al., 2002). Le polymorphisme de la GSTP1-1

(Ile(l05)Val) est aussi important dans le pronostic de la survie: le génotype homozygote

(l05)Val/(105)Val est associé à une survie accrue des patients avec un cancer colorectal

avancé traité par une association chimiothérapeutique 5-Florouracyl (5-FU)/oxaliplatine

(Stoehlmacher, et al., 2002).

Nous notons aussi l'augmentation de son expreSSIOn dans différents carcinomes

(Cookson, et al., 1997, Inoue, T., et al., 1995). D'autres ont aussi découvert une relation

potentielle entre l'expression de la GSTP1-1 et l'agressivité de certains sarcomes des tissus
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mous (Toffoli, et al., 1992), ou un lien avec le pronostic d'adénocarcinomes gastriques

(Monden, et al., 1997).

Cependant, les cellules œsophagiennes atteintes de la maladie de Barrett présentent

une expression de GSTP1-1 diminuée par rapport aux cellules saines, et l'incidence de

tumeurs est inversement proportionnelle à l'expression de l' ARNm de la eSTP }-}

(Brabender, et al., 2002). De plus, la GSTPI-I est exprimée encore plus faiblement dans les

adénocarcinomes associés à cette maladie. La disparition d'activité GSTP1-1 semble être un

événement précoce dans le développement de l'adénocarcinome et peut ainsi servir de

marqueur.

La sur-expression de la GSTP 1-1 semble donc être un bon marqueur pour le

diagnostic et le pronostic de la plupart des cancers même si les maladies comme Barrett

semblent être des exceptions.

Dans certains cancers comme les lymphomes de cellules B, un mauvais pronostic est

associé à une augmentation de l'expression de la GSTP1-1 (Ribrag, et al., 2003). En effet, les

patients dont les cellules transformées présentent une sur-expression de la GSTP 1-1 ont moins

de chance d'avoir une rémission complète, 5 ans sans progression de la maladie ou 5 ans sans

rechute sans que cela soit corrélé à d'autres marqueurs de pronostic comme l'actvité sérique

de la lactate deshydrogénase ou l'âge. On peut aussi noter que l'expression de la GSTP 1-1 est

augmentée dans les leucémies aiguës lymphoblastiques (LAL) (Sauerbrey, et al., 1994) et les

leucémies lymphoïdes chroniques (LLC) (Schisselbauer, et al., 1990).

Le polymorphisme des GSTP 1-1 est aussi impliqué dans la susceptibilité des enfants

aux LAL (Krajinovic, et al., 2002). Ainsi, la présence du variant B accroît le risque de LAL

alors que le variant C est sous-représenté dans les cas d'enfants malades. Ceci pourrait être dû

aux différences de substrat des différents variants. La combinaison du variant GSTP1 *B avec

le génotype nul pour la GSTM1 accroît d'autant plus le risque de LAL. Au contraire, la

présence de l'isoforme GSTM3 chez les enfants atteints de LAL est corrélée à un mauvais

pronostic de la maladie (Kearns, et al., 2003). Dans le cas des LLC, le polymorphisme des

GST est lui aussi très important et un risque 3 fois plus élevé de LLC est associé à la présence

des 3 génotypes de " haut risque" : Le génotype nul pour la GSTM1 ou GSTT1 ainsi que

l'allèle 105(Ile) pour la GSTP 1-1 (Yuille, et al., 2002). Par contre, les génotypes nuls pour

GSTM1 et GSTI1 n'accroissent pas le risque de leucémies aiguës myéloïdes (LAM) induites
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par la chimiothérapie, alors que l'allèle 105(Val) de la GSTP 1-1 est sur-représenté dans ces

leucémies par rapport aux cas de novo (Allan, et al., 2001). L'utilisation de substrats de la

GSTP 1-1 comme agents chimiothérapeutiques augmente encore la représentation de cet allèle

qui accroît donc le risque des patients à avoir une leucémie induite par la chimiothérapie.

Dans le cas des LAM de novo, le génotype GSTTI nul est encore une fois signe de mauvais

pronostic pour la survie des patients, ceci pouvant être dû à une toxicité accrue après

chimiothérapie (Naoe, et al., 2002).

Les GST, et particulièrement la GSTP1-l, sont donc de bons marqueurs de pronostics

des différentes leucémies.

2_._2.,3._~_JmpJ_iq~t.i.Q_Q_d.~JÇ\_Ql~t~tb_i_Qn_S.:Inm~f~r.(}~~_P.l~_l._d.Çl_Q~_-'-ç_~_m~~Ç\rû~m~S__(J.ç_x~s.i.~t_(}n.~~_~~X

anti-cancërcux

La GSTP 1-1 a surtout été associée à la résistance à certains anticancéreux. Nakajima

et al. montrent que la transfection d'un vecteur exprimant un ARN antisens de la GSTP1-1 ou

l'utilisation d'un inhibiteur spécifique de la GSTP1-1 C16C2 accroît la sensibilité des cellules

à l'adriamycine, le cisplatine ou les agents alkylants (Nakajima et al., 2003). L'utilisation du

C16C2 en combinaison avec d'autres agents chimiothérapeutiques comme l'adriamycine ou

le cyclophosphamide intensifie sensiblement leur effet anti-tumeur. Cet effet protecteur de la

GSTP1-1 varie suivant le variant GSTP1-1 et l'agent anti-cancéreux même si tous les allèles

possèdent un effet protecteur (Ishimoto and Ali-Osman, 2002).

Morrow et al. ont montré que l'augmentation de l'expression de la GSTP 1-1 dans des

cellules dérivées d'un carcinome de sein (MCF-7) est liée à une résistance à l'acide

éthacrynique (Morrow, et al., 1998). Masanek et al. ont montré que des lignées cellulaires

présentant des résistances à la doxorubicine ou au taxol ont une activité GSTP1-1 augmentée

(Masanek, et al., 1997), alors que Puchalski et Fahl découvrent une résistance à la

doxorubicine dans des cellules COS transfectées par un gène de GSTP1-1 (Puchalski and

Fahl, 1990). Par ailleurs, les cellules MCF-7 développent une résistance à l'acide

éthacrynique, au benzopyrène et à la doxorubicine quand elles sont transfectées avec la

GSTP1-1 (Moscow, et al., 1989). Enfin la transfection de plasmides portant le gène de la

GSTP1-1 dans des cellules CHO apporte une augmentation de la résistance au cisplatine et

carboplatine (Miyazaki, et al., 1990).
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Si l'augmentation de l'expression de la GSTP 1-1 permet de détoxifier plus

efficacement les cellules et ainsi de les débarrasser des agents anti-cancéreux, la résistance

des cellules 'semble mettre en jeu un autre mécanisme dans le cas d'une résistance à la

doxorubicine: la translocation de la GSTP 1-1 dans le noyau des cellules par un système de

transport spécifique (Goto, et al., 2001). La présence de l'enzyme dans le noyau permet de

protéger l'ADN contre les dommages dus aux agents anti-cancéreux. Le même mécanisme est

mis en jeu lors du traitement des cellules HCT8, A549 et T98G par les anti-cancéreux

cisplatine, irinotecan hydrochloride, étoposide et 5-FU (Goto, et al., 2002). L'utilisation d'un

inhibiteur spécifique du transport nucléaire, une lectine extraite d'un champignon, augmente

la sensibilité de ces cellules à la doxorubicine et au cisplatine et partiellement à

l'hydrochloride de irinotecan. La sensibilité à l'étoposide et au S-FU n'est pas modifiée.

La GSTP1-1 a aussi été associée à une résistance à l'apoptose (Huang, J., et al., 2003).

Les cellules de tumeurs de sein expriment en majorité la GSTP1-1 et présentent alors une

apoptose diminuée. La GSTP1-1 est à nouveau retrouvée dans le noyau des cellules

cancéreuses.

La GSTP 1-1 est donc très impliquée dans le développement de la résistance et une

chimiothérapie associée à un inhibiteur de cette enzyme serait peut-être une bonne stratégie de

traitement.
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Partie' II: Régulation et expression de la

Glutathion S-transférase PI-I

1 - Promoteurs

Le gène codant la GSTP1-1 est situé sur le chromosome Il en q13. Il a une longueur

de 2,8 kb et possède 7 exons et 6 introns.

1.1 - Promoteur de la GSTPl-l humaine

.l...l_,J_~__Él~m~nt_~_d~.r~gJJléHiml_p-r~~~nts __sm:k_p-mmQt~m_d~.lf!_GSTPJ::J

Plusieurs éléments potentiellement régulateurs ont été identifiés dans le promoteur de

GSTP1-1 (figure 4) (Morrow, et al., 1992) : Une TATA box située 29 pb en amont du point

de départ de la transcription; deux sites SpI, un site AP-1, un site Nf-xb-Iike en amont du

site AP-1 ainsi qu'une répétition du motifs ATAAA en 5' du promoteur basal.

Morrow et al. exposent que la séquence située entre -80 et -8, contenant les sites Sp-1

et AP-1, est absolument nécessaire à la transcription de ce gène. De plus la région située entre

-73 et +8 semble être indispensable à sa répression par l'acide rétinoïque (Xia, C; et al.,

1996). En fait le site AP-1 est essentiel à l'activité promotrice (Moffat, et al., 1994). Le site

Sp-1 proximal est lui aussi essentiel, alors que le site distal n'est pas nécessaire à la

transcription (Jhaveri and Morrow, 1998).

Le promoteur de la GSTP 1-1 a été décrit comme contenant de multiples copies du site

ARE (Antioxidant Response Element) sans que des inducteurs typiques d'ARE puissent

induire l'expression de la GSTP1-1 dans les kératinocytes HaCat (Zhang, Y., et al., 2002). De

même, le site NF-KB proximal a été décrit comme un élément potentiellement supresseur de

l'ARE (Moffat, et al., 1996a, Xia, C; et al., 1996) sans que cela puisse être confirmé dans

ces cellules.
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Figure 4: Représentation schématique du promoteur du gène de la GSTPl-l.

Le gène est situé sur la partie q13 du chromosome Il . Il présente un promoteur minimal

contenant 2 sites Sp I et un site AP-l. Un site NF-KB potentiel est situé en amont. D'autres

sites potentiel ont pu être découverts grâce au logiciel Matinspector (Heinemeyer, et al.,

1998).
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Un ARE est, par définition, un site répondant à un traitement aux antioxydants et aux

xénobiotiques tels que le TPA, la p-naphthoflavone ou le tBHQ. Par contre sa séquence n'a

jamais été clairement définie (tableau III).

Plusieurs groupes (Huang, H. C, et al., 2000, Nguyen, et al., 2000, Yu, et al., 2000a)

décrivent l'ARE comme une séquence TRE-like ou contenant un site TRE-like. D'un autre

côté, Wang et Williamson, considèrent l'ARE comme une séquence non consensus contenant

une séquence principale (Wang, B. et Williamson, 1994). Sur le même modèle, Wasserman et

Fahl ajoutent que l'ARE contient aussi des nucléotides adjacents conservés essentiels

(Wasserman et Fahl, 1997). Une autre hypothèse, utilisée par Dhakshinamoorthy et al. et Xie

et al. considère l'ARE comme constitué de plusieurs TRE ou TRE-like en répétitions inverses

ou directes (Dhakshinamoorthy et Jaiswal, 2000, Xie, et al., 1995).

Enfin Favreau et Pickett ont décrit l'ARE comme étant composé de 2 demi-sites

inverses séparés par un "spacer" (Favreau et Pickett, 1997). Ces définitions décrivent donc de

façon différente chacun des ARE. Ainsi on peut trouver un même promoteur contenant un

ARE décrit différemment et ayant des séquences importantes et nécessaires différentes.

Un TRE (élément de réponse au TPA) est un site répondant au TPA (2-0­

Tetradecanoylphorbol 13-acetate). Ce site correspond à une séquence consensus :

TGAG/CTCA, fixant les facteurs de transcription de la famille AP-1 (tableau II). Chez les

levures, un site similaire a été découvert, c'est le site YRE. Il a une séquence consensus

(TT/GAC/GTAA) reconnue par le facteur YAP-1p, découvert par sa capacité à se fixer sur

un TRE humain. La séquence constituant le site forme le plus souvent 2 demi-sites

palindromiques permettant ainsi au facteur de transcription de se fixer sur les 2 brins. La

fixation du facteur YAP-1 P sur le TRE est due à la ressemblance des 2 sites (Nguyên, et al.,

2000).

La séquence ATAAA répétée entre 19 et 24 fois est située entre -410 et -507 du

promoteur de la GSTPl-I, Le polymorphisme de cette séquence n'entre pas en jeu dans

l'incidence des cancers de la prostate (Platz, et al., 2002) bien qu'elle puisse servir de

"barrière" à la méthylation (Millar, et al., 2000). En effet, les cellules normales de prostate

présentent un promoteur de la GSTP1-1 hyperméthylé en amont de cette séquence alors qu'il

est hypométhylé en aval de la séquence. Lors de la transformation des cellules prostatiques,
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elles perdent leur capacité à exprimer la GSTP 1-1 et le promoteur du gène codant pour cette

enzyme est entièrement hyperméthylé.

"
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La conformation de la chromatine entre en jeu dans la régulation de l'expression des

gènes. En particulier, la méthylation que nous venons de citer et l' acétylation du promoteur

peuvent influer sur l'induction ou l'inhibition de certains gènes.

Lors de la transformation des cellules hépatiques, on observe une perte de l'expression

de la GSTP1-l, due au moins en partie à une méthylation du promoteur du gène de la GSTP1­

1 (Singal, et al., 2001). Cet effet est aussi observé dans les cellules de cancer de la prostate

MDA Pca 2a et 2b et un traitement avec un inhibiteur des méthyltransférases, le 5­

azacytidine, restaure l'activité GSTP1-l (Vidanes, et al., 2002). Par contre l'utilisation d'un

inhibiteur d'histone déacétylase, la trichostatine A (TSA), n'a pas d'effet sur l'expression de

la GSTP1-1. Les cellules Hep3B, un carcinome hépatique, ne possèdent pas non plus

d'activité GSTP1-1. Cette déplétion est causée par l'hyperméthylation du promoteur de ce

gène et son expression est rétablie par le 5-azadeoxycytidine et pas par la TSA (Bakker, et al.,

2002). Les cellules exprimant la GSTP 1-1 présentent au moins un allèle largement déméthylé

et Sp-l est détecté sur le promoteur. Par contre, dans les cellules n'exprimant pas la GSTP1-l,

Sp-I n'est pas fixé sur le promoteur et MBD2 (Methyl-CpG binding domain) est présent.

MBD2 semble être impliqué dans l'hyperméthylation du promoteur de la GSTP1-llors de la

transformation des cellules. Ce phénomène n'est pas associé à une expression augmentée des

méthyl transférases, une disparition des sites Sp-I ou de la région "barrière" à la méthylation

ou une inhibition antérieure de l'expression du gène (Song, et al., 2002). En fait, il s'agit

d'une combinaison entre une inhibition antérieure de l'expression du gène et une méthylation

au hasard de régions du promoteur, ce qui permet de déclencher l 'hyperméthylation. La

procaïnamide, un inhibiteur non-nucléotidique des méthyl transférases, permet d'obtenir une

restauration de l'activité GSTP 1-1 dans les cellules de cancer de prostate sans pour autant

avoir les effets secondaires du 5-azacytidine (Lin, X., et al., 2001). Dans le cas des leucémies,

il a été montré que les cellules Raji, qui n'expriment pas la GSTP1-l, affichent un promoteur

hyperméthylé alors que les allèles existent sous la forme méthylée et non-méthylée dans les

cellules de la lignée leucémique K562, qui expriment fortement la GSTP 1-1 (Borde-Chiche,

et al., 2001b).
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Tableau II: Séquences de différents TRE et YRE

Gène Espèce Séquence S' - 3' Référence
Séquence consensus, CGCTTGATGAGTCAGCCGGAA Promega
collagénase
PAI-l TGAGTTCA (Olman, et al., 1999)
IL-8 GTGATGACTCAGGTT (Mori, et al., 2000)
Métallothionéine Humain GTGACTCAGCGCG
NQOl Humain GATGAGTCAGCC (Xie, et al., 1995)
Smad 7 Souris GGCCACGTGACGAGG (Brodin, etaL,2000)
FLRl -consensus TT/GAC/GTAA
FLRl-YREl Levure TTAGTCA (Nguyên, et al., 2000)
FLRI-YRE2 TGACTAA
FLRI-YRE3 TTACTAA

Tableau III: Séquences de différents ARE

Gène Espèce Séquence 5' - 3' Structure Référence
NQOl Humain CAGTCACAGTGACTCAGCAGAATCT TRE/TRE like (rép. (Dhakshinamoorthy and

inverses ou directes) Jaiswal, 2000)
NQOl Humain AAATCGCAGTCACAGTGACTCAGCAGAATCTG 1 ou plusieurs (Xie, el al., 1995)

AGCCTAGGGCACC TRE/TRE 1i ke
(directs et inverses) et
1 GC box.

NQOl Humain TCACAGTGACTCAGCAGAATC Séquence principale (Wang, B. and
Williamson,1994)

GSTYa TAGCTTGGAAATGACATTGCTAATGGTGACAAA
GCAACTTT

QR TCAGAGATTTCAGTCTAGAGTCACAGTGACTTG
GCAAAATC

Fcrritine L GAGCTCAGCGTGACTCAGCAGAACT Séquence principale (Wasserman and Fahl,
et nucléotides 1997)

GSTP1·l TCGATAGTCAGTCACTATGATTCAGCAATAAA essentiels
GSTMu CAGCTTCGGTGACATAGCCTCCAT
y-GCS AATATGTGTTGACAGAGCAATGACCTGTC
Consensus TMANNRTGA YNNNGCRWWWW (M=A/C,

R=A/G, Y=CIT, W=AIT)
GSTYa Rat GAGCTTGGAAATGGCATTGCTAATGGTGACAAA TREITRE like (rép. (Dhakshinamoorthy and

GCAACTTTG inverses ou directes) Jaiswal,2000)
QR Rat TCTAGAGTCACAGTGACTTGGCAAAATCTGA Séquence TRE like (Huang, H. c., el al.,

2000)
NQOl Rat AGTCTAGAGTCACAGTGACTTGGCAAAATCTG

AGCCGGTCCTTCA 1 ou plusieurs
GSTP Rat CAAAAGTAGTCAGTCACTATGATTCAGCAACA TRE/TRE 1i ke (Xie. el al., 1995)

AACCC (directs et
GSTYa Rat GAGCTTGGAAATGGCATTGCTAATGGTGACAA inverses) et 1 GC

AGCAACTTT box.

QR Rat GATTTCAGTCTAGAGTCACAGTGACTTGGCAAA Séquence TRE like (Nguyen, el al., 2000)
ATCTGAGCCG

QR Rat TCTAGAGTCACAGTGACTTGGCA 2 demi sites (rép. (Favreau and Pickell,
inverse) + spacer 1997)

GSTYa Rat GAGCTTGGAAATGGCATTGCTAATGGTGACAAA Séquence TRE like (Nguyen, el al., 2000)
GCAACTTT

eST Ya Souris TAGCTTGGAAATGACATTGCTAATGGTGACAA 1 ou plusieurs (Xie. el al., 1995)
AGCAACTTT TRE/TRE 1i ke

(directs et inverses) et
1GC box.
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1.2 - Promoteur de la GSTP de rat

Plusie~rs éléments régulateurs du gène codant la GSTP de rat (rGSTP) ont été décrits.

Sa régulation diffère de celle de la GSTP1-1 humaine. En effet, si les 2 enzymes ne sont pas

exprimées dans le foie, l'expression de la rGSTP sera augmentée lors de

l'hépatocarcinogenèse (Kitahara, et al., 1984). Le promoteur de la rGSTP présente 2

activateurs, GPEI et GPEII, un répresseur, GPS 1, une boîte G/C et un site TRE (Sakai, et al.,

1988).

GPEI est un activateur fort composé de 2 sites TRE non-consensus qui dirigent

l'expression de la GSTP. Chaque site seul est inactif, mais active de façon synergique

l'expression de la rGSTP. Leur activité est dépendante de leur orientation (Okuda, et al.,

1990) et les 19 nucléotides situées en amont sont essentiels pour l'activité maximale de cet

activateur (Okuda, et al., 1989). L'activité basale de ce promoteur n'est pas due à la fixation

de AP-l même s'il est possible que ce facteur puisse se fixer sur le site TRE proximal

(Diccianni, et al., 1992, Sakai, et al., 1992). D'autres facteurs encore inconnus peuvent se

fixer sur le GPEI. Certains de ces facteurs sont présents dans le foie normal mais absents des

hépatocarcinomes, ce qui pourrait expliquer l'expression différentielle de la GSTP (Liu, D., et

al., 2002). Le facteur de transcription ANT (adénine nucléotide translocator) peut se fixer sur

l'activateur GPEI et pourrait jouer un rôle important dans l'induction de l'expression de la

GSTP (Liao, et al., 2002).

GPEII est un activateur faible composé de 2 activateurs de SV40 et un de polyoma. Il

est divisé en 2 fragments plus petits GPEII-I et GPEII-2. Un activateur faible a été découvert

dans la région de GPEII-1. GPEII peut être activé par H20 2 sans que NF-KB, qui peut se fixer

à cet activateur, ne soit impliqué (Liu, D., et al., 2001).

Le site TRE, situé près du site d'initiation de la transcription, pourrait faire partie du

système de régulation et sa délétion diminue fortement l'expression de la rGSTP (Suzuki, et

al., 1995).

Le répresseur GSP 1 est dépendant de son orientation et de sa position (Imagawa, et

al., 1991). Il peut fixer plusieurs facteurs répresseurs SF-A, -B, -C. SF-B fait partie de la

famille des CCAAT/enhancer binding protein (CIEBP). Dans les cellules de foie normales,

CIEBPa se fixe au répresseur alors que dans les carcinomes, le ratio C/EBPa 1 C/EBPB

diminue et CIEBPB se fixe au répresseur, induisant ainsi l'expression de la rGSTP (Osada, et

al., 1995). SF-A fait partie de la famille des Facteurs Nucléaires NF-l et participe à la

répression de la GSTP de rat (Osada, et al., 1997).
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Une autre GST de rat, la GSTA2, présente une régulation différente de la GSTP. Elle

est induite par les glucocorticoïdes à haute concentration et les prégnanes qui fonctionnent

grâce à des rêcepteurs intra-nucléaires. Le récepteur des prégnanes interagit avec des facteurs

se fixant à l'ARE, situé entre -700 et -683, pour induire l'expression de la GSTA2 (Falkner,

et al., 2001). L'expression de cette enzyme est inhibée par l'interleukine 6 et la

dexaméthasone qui activent des facteurs de transcription se fixant sur un site Hepatocyte

Nuclear Factor 1 (HNFl) et plus principalement une séquence core TGATT (Voss, et al.,

2002). Le promoteur de ce gène contient aussi un site de réponse aux xénobiotiques (XRE)

(Lamb et Franklin, 2002) et un site CIEBP sur lequel se fixe C/EBP~ (Kang, et al., 2003).

1.3 - Promoteur de la GSTP de souris

La GSTP de souris est majoritaire dans le foie d'animaux mâles et est régulée par les

androgènes.

Le promoteur de la GSTP de souris présente 3 sites Nrf2 situés en -59, -915 et -937.

Le cinquième intron du gène codant la GSTP de souris comporte une région répondant aux

androgènes et de multiples sites du récepteur aux androgènes sont situés en cIuster à 500 pb

de cette région. II y a au moins 7 sites qui constituent un activateur fort sans que de petits

fragments contenant 2 ou 3 de ces sites ne soient des activateurs forts. Il existe une synergie

entre ces sites multiples et la fixation de Nrf2 et du récepteur aux androgènes dans l'induction

de l'expression de la GSTP de souris (Ikeda, et al., 2002).

2 - Facteurs de transcription impliqués dans la régulation de la

GSTP t.r humaine

2.1 - SpI

Sp 1 est un facteur de transcription ubiquitaire qui se lie à la séquence consensus 5'­

(G/A)(G/A)GGCC(G/T)(G/A)(G/A)(G/T)-3' (ici 5'-GGGGCGGGG-3'). C'est un motif en

triple doigt de zinc qui reconnaît cette séquence de 9 pb (chaque triplet reconnu par un doigt

de zinc) (Kadonaga, et al., 1987, Kadonaga et Tjian, 1986). SpI est activé par la PKA et donc
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par la voie AMPc (Rohlff, et al., 1997). Sa fixation sur son site peut avoir des effets

activateurs ou inhibiteurs de la transcription et, dans le cas de la GSTP1-1, on observe un effet

activateur. Lé promoteur de la GSTP1-1 contient deux sites Sp 1 proches de la TATA box

appelés distal et proximal. Moffat et al. ont montré que la présence de l'un site et/ou de l'autre

est absolument nécessaire mais pas suffisante à la transcription basale du gène, bien que le

site distal lie préférentiellement le facteur de transcription (Moffat, et al., 1996b). Par ailleurs

le stress oxydant, comme un traitement au peroxyde d'hydrogène, inhibe la liaison de ce

facteur à son site (Ammendola, et al., 1994).

2.2 - AP-l

Le site TOACTCAOC situé entre -69 et -61 dans le promoteur de la GSTP1-1 est

considéré comme étant un TRE. Aucun effet biologique du TPA sur cet élément nia été

montré chez l'homme, contrairement au rat. Cependant le promoteur de la GSTP1-1 de rat

contient en fait 2 sites TRE-like et une OC box, ce qui peut décrire un ARE. On peut donc se

demander si le site de la GSTP1-1 humaine fonctionne vraiment comme un TRE, ou plutôt

comme un ARE. Le rôle physiologique de cet élément peut être déterminé par la séquence

même du site mais surtout par les facteurs de transcription se fixant ou par les voies de

transduction impliquées. Les facteurs de transcription AP-l sont les facteurs spécifiques de

ces éléments.

Les facteurs de transcription AP-l sont des protéines régulatrices à motif bZIP qui se

fixent sur leur site sous forme de dimère. Ces dimères (homo ou hétérodimères) sont

composés de facteurs de la famille Jun, de facteurs de la famille Fos et, dans certains cas, de

facteurs activant la transcription ATF/CREB ou d'autres protéines bZIP : les protéines Maf et

les protéines NF-E2 :

Famille Jun : c-Jun, v-Jun, Jun B, Jun 0 ;

Famille Fos: c-Fos, v-Fos, Fos B, FraI, Fra2 ;

Famille ATF/CREB : ATF1, ATF2, ATF3, ATF4, B-ATF, CREB1, CREB2

Famille Maf : v-Maf, c-Maf, Maffi, MafO, MafF, MafK.
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Les éléments Jun peuvent former des hétérodimères avec Fos, ATF ou des protéines à

motif bZIP mais peuvent aussi former des homodimères. Par contre, Fos ne peut former que

des hétérodiinères (Karin, et al., 1997). Les facteurs ATF/CREB se fixent sous forme

d'homodimères mais peuvent aussi former des hétérodimères entre eux ou avec Fos ou Jun.

Les facteurs AP-l se fixent sur des séquences appelées TRE car ils ont été découverts

pour leur capacité à être activés par le TPA. Leur séquence consensus, 5' -TGA(C/G)TCA-3',

présente des homologies avec les séquences ARE. Les facteurs de transcription ATF/CREB se

fixent à des séquences appelées CRE (cAMP Responsive Element) dont la séquence est 5'­

TGACGTCA-3'. Les dimères formés avec des protéines Maf ou NF-E2 se fixent sur des sites

CRE ou TRE.

Le facteur AP-l le plus connu et étudié se compose de c-Jun et c-Fos (Figure 5).

Les gènes des facteurs Jun et Fos contiennent dans leur promoteur des sites régulateurs

Gis. Le promoteur du gène c-fos contient un site SRE (Serum Responsive Element) sur lequel

se fixent un dimère de SRF (Serum Responsive Factor) et les facteurs ternaires Elkl ou SAP­

1, pouvant ainsi activer le gène. Ce mécanisme est une réponse au sérum, aux facteurs de

croissance, aux cytokines et au stress cellulaire.

Ce promoteur contient aussi un site CRE répondant aux neurotransmetteurs et aux

hormones, qui utilisent l'AMPc ou le Ca2
+ comme second messager.

Il possède enfin un site SIE (Sis Inducible Enhancer) qui permet l'induction de c-fos

par fixation des facteurs de transcription STATl et STAT3 en réponse aux facteurs de

croissance et aux cytokines qui active 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).

Le promoteur du gène c-jun contient un site TRE sur lequel se fixe un hétérodimère :

c-Jun-ATF2, pour activer le gène, ATF2 étant constitutif. Chez l'homme, le promoteur de Cr

jun contient 2 sites TRE appelés junl etjun2. Ces 2 éléments peuvent répondre à différents

stimuli dont les ERü.
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Figure 5: Régulation de l'expression des facteurs de transcription c-Jun et c-Fos.

Le gène de c-Fos est transcrit grâce à la fixation de Elk et SRF (Serum response factor) sur le

SRE (Serum response element) situé sur le promoteur. Le gène de c-Jun est transcrit grâce à la

fixation de c-Jun et ATF sur le TRE (TPA response element) situé sur le promoteur. Les

kinases FRK (Fos regulating kinase) et JNK (Jun N-terminal kinase) phosphorylent c-Fos et

c-Jun, respectivement. Le dimère ainsi activé ira se fixer sur un site AP-I.
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Il faut ensuite que ces 2 facteurs soient phosphorylés par une kinase spécifique pour

pouvoir se fi~er sur un site cible situé dans le promoteur de certains gènes comme la GSTP1­

1: c-Jun est phosphorylé par JNK (Jun N-terminal Kinase) et c-Fos par FRK (Fos Regulating

Kinase). Le gène sur lequel le facteur AP-l se fixe est alors activé ou inhibé. Une fois les

facteurs AP-l libérés, ils seront dégradés. c-fos qui peut être ubiquitinylé subit une

dégradation dépendante du protéasome, mais son adressage au protéasome peut varier d'une

lignée à une autre (Acquaviva, et al., 2002).

Il a été montré de nombreux rôles pour AP-l et Wagner rappelle que chaque facteur

AP-l peur avoir une fonction différente (Wagner, 2002). Ainsi, c-Fos est un régulateur clef de

la différenciation de cellules osseuses alors que c-Jun, JunB et Fral sont impliqués dans le

développement osseux embryonaire et post-natal. De la même manière, c-Jun et JunB jouent

un rôle important dans les interactions épithélium-mésenchyme des cellules de peau et sont

nécessaires au maintien de la balance prolifération/différenciation pour conserver une

structure normale de l'épiderme (Angel et Szabowski, 2002). c-Jun peut induire la croissance

cellulaire par l'inhibition de supresseurs de tumeurs et l'activation d'activateurs du cycle

cellulaire alors que JunB peut conduire à l'effet inverse (Shaulian et Karin, 2002). En fait,

AP-l contrôle la mort et la survie cellulaire en modulant les régulateurs du cycle cellulaire

comme la cycline Dl, p53, p21, p19 et p16 (Shaulian et Karin, 2001). Cependant, seul c-Jun

est capable de réprimer un supresseur de tumeur et d'induire la cycline Dl, fonctions que

JunB antagonise.

Jun peut aussi former des dimères avec Fra et ATF et a alors d'autres rôles distincts

dans la cancérogenèse (van Dam et Castellazzi, 2001). En effet, dans des embryons de poulet,

le dimère Jun-Fra2 va induire l'indépendance à l'ancrage alors que Jun-ATF2 est impliqué

dans l'indépendance aux facteurs de croissance et le développement de fibrosarcome primaire

dans l'aile de poulet.

De plus, AP-l peut s'associer à d'autres facteurs de transcription pour activer des

gènes lors de stress. Ainsi l'expression de VEGF est augmentée lors d'une hypoxie, grâce à sa

coopération avec HIF-l (Michiels, et al., 2001). De même, si les sites NFAT et AP-l sont

adjacents, ces 2 facteurs de transcription vont agir en synergie en formant un complexe
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ternaire stable sur l'ADN (Macian, et al., 2001). Ce phénomène est nécessaire pour les

réponses immunitaires.

Il a été montré que, dans certaines leucémies sensibles aux glucocorticoïdes, les

facteurs AP-I sont sur-exprimés par rapport à des leucémies résistantes à ces mêmes

corticoïdes (Bailey, et al., 1999). La propriété anti-cancérigène de l'acide 4,5­

dihydroxyanthraquinone-2-carboxylique implique l'inhibition du facteur de transcription AP­

l et de sa voie de signalisation passant par la JNK sans toutefois modifier l' activité de ERK

ou de p38 (Lin, S., et al., 2003). En général, AP-l est identifié comme étant impliqué dans la

cancérogenèse et son inhibition comme étant une bonne thérapie anti-cancéreuse (Young, et

al., 2003). L'induction de la cancérogenèse par l'arsenic a été reliée à l'induction de

l'expression de AP-1 et NF-KB ainsi que la voie de signalisation menant à leur activation

(Yang, C. et Frenkel, 2002). De la même manière, la transformation des cellules d'épiderme

de souris JB6 par le TPA, l'EGF ou le TNFa est liée à l'expression de AP-1 et NF-KB et leur

inhibition permet de bloquer ce phénomène (Dhar, et al., 2002). De plus des souris déficientes

en TNFa sont résistantes à la promotion de tumeurs et cela semble être du à la non-induction

de AP-1 et de sa voie de signalisation (Arnott, et al., 2002). Bamberger et al. prouvent, eux,

que AP-1 est impliqué dans le cycle cellulaire de cellules cancéreuses et que la présence de c­

fos peut être un élément négatif supplémentaire de pronostic dans la progression de la tumeur

(Bamberger, et al., 2001). Ce phénomène est confirmé par Hennigan et Stambrook qui

montrent qu'un dominant-négatif de c-jun bloque les cellules en phase G1 en régulant

l'expression de p21 (Hennigan et Stambrook, 2001). Enfin, la délétion de JNK2 de souris

inhibe la formation de tumeurs, suggérant le rôle de AP-1 dans la promotion de cancers

(Chen, N., et al., 2001b). Ceci est confirmé par le fait que la transfection par JunB de

kératinocytes cancéreux non-différenciés (dans lesquels l'expression de JunB est diminuée

par rapport à des kératinocytes bien différenciés) induise c-Jun et Fra 1, et que ces cellules ont

une croissance plus rapide et sont plus invasives sans toutefois modifier leur état de

différenciation (Robinson, et al., 2001).

Liebermann et al. ont découvert des rôles à la fois positif et négatif des facteurs de

transcription AP-l sur l'apoptose : le dimère Fos/Jun serait impliqué dans l'induction de
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l'apoptose dans des cellules hématopoïétiques, ainsi que dans l'induction de la mort

programmée de nombreuses lignées cellulaires (Liebermann, et al., 1998). Par ailleurs AP-l

pourrait êtré impliqué dans la protection contre l'apoptose induite par des agents

endommageant l'ADN. La fonction de AP-l dépendrait en fait de l'environnement, des stimuli

et de la lignée cellulaire. Ces informations ont confirmé les résultats déjà obtenus par Karin et

al. qui montrent le rôle ambigu de AP-l dans l'apoptose et la prolifération cellulaire (Karin, et

al., 1997). Récemment le rôle de l'activation par le 2-methoxyestradiol de la voie de

signalisation JNK et donc de AP-l dans l'induction de l'apoptose p53-dépendante a été mis

en évidence (Shimada, et al., 2003). L'activation de AP-l serait indispensable à l'induction de

p53 et la JNK jouerait un rôle dans la phosphorylation de Bel2.

AP-l est aussi fortement lié à la différenciation des cellules K562 en mégacaryocytes.

La différenciation de ces cellules en cellules érythroïdes est inhibée par AP-l, ayant ainsi le

même effet que le TPA (Rosson et O'Brien, 1998).

La séquence qui fixe AP-l dans le gène de la GSTP 1-1 est une séquence TRE

consensus. Pourtant personne n'a jamais pu montré une induction de l'expression de la

GSTP1-1 par ajout de TPA dans le milieu. Cependant Borde-Chiché et al. ont montré que la

fixation d'éléments AP-l sur ce site était augmentée par le TPA, et que le TPA augmente

l'expression d'un gène rapporteur contrôlé par le promoteur de la GSTP1-1 (Borde-Chiché, et

al., 2001 a).

2.._2.,5._~_Ei_~_t;l_Üo.n_Q~_AP::l..s.l)x.l~.~jt~.TRE

Les sites TRE sont des sites spécifiques des facteurs de transcription AP-l. Ils sont

d'ailleurs souvent appelés sites AP-l. Les facteurs se fixant sur le TRE sont généralement c­

jun et c-fos mais Borde-Chiché et al. ont montré que le site TRE de la GSTP1-1 humaine fixe

non seulement c-Jun mais aussi Fra 1 et NFE2 p45 (Borde-Chiché, et al., 2001a). Moffat et al.

montrent, eux, que les protéines Jun et Fos se fixent sur le site TRE mais seulement dans la

lignée YCREMS et non dans la lignée MCF-7 qui n'exprime pas la GSTP1-1 (Moffat, et al.,

1994).

2..2,Q_~_Ei.~_t;l.üo.n.Q~.AP_-_l._sw:J~_~.it~_ARE

Certains ARE ont été décrit comme fixant Jun/Fos (h-NQOl et mouse-GSTYa) alors

que d'autres ne fixent pas ces facteurs de transcription (rat-GSTYa et rat-QR). Ces différences
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peuvent être expliquées par les sites TRE consensus et/ou TRE-like parfois contenus dans les

ARE et montrent qu'un TRE n'est pas un ARE. Il a été montré, pour confirmer cette

hypothèse, que, dans certains cas, le TRE consensus de la collagenase ne compète pas la

fixation des complexes protéiques sur les ARE (rat-GSTYa) (Favreau et Pickett, 1997).

La plupart des ARE contenant un site TRE ou TRE-like, fixent les protéines AP-l,

mais ils peuvent aussi fixer des complexes protéiques spécifiques des ARE. Wang et

Williamson découvrent qu'un complexe protéique de 160 kD (ARE-BPI), ne contenant pas

les protéines Fos et Jun, se fixe sur un ARE (Wang, B. et Williamson, 1994). Wasserman et

Fahl proposent que le complexe ARE-BPI s'associe avec les protéines bZip pour se fixer

(Wasserman et Fahl, 1997). Xie et al. indiquent que NF-E2 et les protéines Maf pourraient se

fixer (Xie, et al., 1995). Par ailleurs, certains définissent aussi les ARE comme des éléments

fixant Nrf2 en association avec d'autres facteurs de transcription de la famille des leucine

zipper comme Maf-G et Maf-K (Yu, et al., 2000a). Huang et al. confirment cette hypothèse et

ajoutent que la phosphorylation et donc l'activation de Nrf2 se ferait par une voie passant par

la PKC (Huang, H. C, et al., 2000). Nguyen et al. montrent aussi que Nrf2/MafK se fixent sur

les ARE (Figure 6 et 7) (Nguyen, et al., 2000).

Cependant ils découvrent que, alors que la fixation de Nrf2 a une action activatrice, la

fixation de MafK a une action inhibitrice. Dhakshinamoorthy et al. confirment cela et

montrent que Nrfl et Nrf2 ont un effet positif sur la transcription du gène alors que MafG et

MafK ont un effet négatif (Dhakshinamoorthy et Jaiswal, 2000). Venugopal et al. avaient déjà

établi que Nrfl et Nrf2 régulent positivement un ARE humain, alors que les facteurs c-Fos et

Fra l le régulent négativement (Venugopal et Jaiswal, 1996).

2.3 - NF-KB

Le facteur NF-KB est un membre de la famille des protéines activatrices Rel et répond

au stress oxydant et au stress inflammatoire (Figure 8).

Il est formé d'homo- ou d'hétéro-dimères des protéines p50, p52, p65, Rel B et c-Rel.

Rel B ne se dimérise qu'avec p50 et p52. La formation du dimère permet à chaque sous-unité

de se lier à un demi-site (Dobrzanski, et al., 1993, Ryseck, et al., 1992).
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Detoxication enzymes

GST, NQOI, etc

Antioxidant stress proteins

HO-l, MSP23, etc

Figure 6: Activation de gènes contrôlés pa.' un ARE. Selon Ishii et al (2000)

Un stress tel que la présence d'électrophi les, d'ERO ou de métaux lourds (ROS = ERO, Cd =

cadmium) va induire l'activation de Nrt2 qui pourra aller se fixer sur un site ARE en formant

des dimères avec les petites protéines Maf. Ceci va induire l'expression des enzymes de

détoxification et de réponse au stress oxydant(Ishii, et al., 2000) .
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Figure 7: Voies de transduction activant un ARE.

Plusieurs voies de transduction du signal des MAP kinases peuvent moduler l'activité trans­

activatrice d'un ARE. La voie aboutissant à .TNK active la fixation de Nrf2 alors que la voie

menant à p38 l'inhibe.
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Figure 8: Régulation de NF-KB. Selon Haefner (2002)

Différents inducteurs tels que des toxines, des cytokines ou des radiations ionisantes

permettent d'activer NF-KE. Une cascade de signalisation active le complexe IKK qui

comprend les 3 kinases IKK a , ~ et y. Ce complexe phosphoryle IKB, qui inhibe NF-KB en le

séquestrant dans le cytoplasme. IKB phosphorylé va libérer NF-KB, avant d'être ubiquitinylé

et dégradé par le protéasome (Haefner, 2002).

NF-KB : nuclear factor kB, IKK : IKB kinase , IKB: Inhibiteur de KB, Db: ubiquitine.
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Il est lié à un inhibiteur de la famille IKB qui le séquestre dans le cytoplasme lorsqu'il

est dans un état non-activé. La famille IKB contient 8 membres identifiés: IKBa (Beg, et al.,

1992), IKB~ (Thompson, et al., 1995), IKBy (lnoue, J., et al., 1992), IKBE (Li, Z. et Nabel,

1997, Simeonidis, et al., 1997, Whiteside, et al., 1997), IKB~ (Yamazaki, et al., 2001), Bcl-3

(Oh no, et al., 1990), plOO et plO5. Ils se lient aux domaines Rel des facteurs de transcription

NF-KB grâce à une répétition de 6 ou 7 domaines ankyrines (Blank, et al., 1992, Verma, et

al., 1995).

L'activation de NF-KB va passer par la phosphorylation de son inhibiteur qui sera

alors ubiquitinylé et dirigé vers le protéasome qui va le dégrader, permettant alors à NF-KB de

passer dans le noyau pour aller se fixer sur ses sites de liaison:

5'-GGG(A/G)(C/A/T)CT(C/T)(C/T)CCC-3' (dans la GSTPl-l :5'- GGGAATTTCC-

3 '). Il a été montré que la fixation de IKBa à la sous-unité p65 de NF-KB est spécifique,

saturable et dépendante du niveau de phosphorylation de IKBa (Yang, L., et al., 2003). Elle

est aussi fonction de la concentration de NF-KB.

De nombreux stimuli activent NF-KB comme les cytokines pro-inflammatoires

(TNFa, IL-1 ~ ), certaines bactéries et produits bactériens (LPS, exotoxine B... ), des virus

(HIV-1, CMV ), des stress chimiques (stress oxydant, agents thérapeutiques ... ) ou

physiques (UV, rayons y) (Pahl, 1999). Les voies de signalisation de ces différents stimuli

peuvent différer, mais il existe des points communs. Touts ces voies mènent à la libération de

NF-KB grâce à la phosphorylation, l'ubiquitination et la dégradation de l'inhibiteur. Le

complexe IKK a été identifié comme ayant l'activité kinase sur IKB. En particulier, il est

composé de plusieurs protéines de la famille IKK dont IKKa et IKKB qui sont associées à

l'activité kinase (DiDonato, et al., 1997, Mercurio, et al., 1997, Zandi, et al., 1997).

Une troisième protéine, IKKy a été identifiée comme étant une protéine régulatrice (Li,

Y., et al., 1999, Mercurio, et al., 1999, Rothwarf, et al., 1998, Yamaoka, et al., 1998).

Certaines équipes suggèrent que le complexe est composé d'un hétérodimère IKKa /IKKB et

d'un homodimère IKKy/IKKY (Miller et Zandi, 2001, Rothwarf et Karin, 1999).

D'autres protéines pourraient aussi faire partie du complexe comme MEKK 1

(Mercurio, et al., 1997), NIK (Regnier, et al., 1997), IKAP (Cohen, L., et al., 1998) ou des

protéines de la famille IKB et Rel (Heilker, et al., 1999). Poyet et al. ont montré que RIP

permet une oligomérisation du complexe IKK par sa fixation à IKKy (Poyet, et al., 2000). Les

protéines cdc37 et Hsp 90 pourraient, elles aussi, s'associer au complexe (Chen, G., et al.,
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2002a). Il a récemment été mis en évidence que l'association de Hsp27 au complexe IKK

permet une régulation négative de l'induction de NF-KB par le TNFa (Park, K. J., et al.,
,.

2003).

Le complexe IKK est activé par les cytokines IL-l ou TNFa grâce à la

phosphorylation de IKKB et la mutation de IKKa n'a pas d'effet sur l'activation du complexe

IKK par le TNFa ou l'IL-l. Cependant Yamamoto a découvert l'association de IKKa avec

CREB-binding protein dans le noyau. Ce complexe est recruté au niveau des promoteurs sous

l'influence de NF-KB et participe aussi à la phosphorylation et à l'acétylation de la protéine

histone H3 (Yamamoto, et al., 2003). De nombreuses kinases comme les PKC (Lallena, et al.,

1999, Sanz, et al., 1999), NIK (Regnier, et al., 1997), AKT/PKB (Ozes, et al., 1999,

Romashkova et Makarov, 1999), MEKKI (Lee, F. S., et al., 1998, Nemoto, et al., 1998),

MEKK2 et MEKK3 (Zhao, et al., 1999), COT/TPL2 (Lin, X., et al., 1999b) et TAKI

(Ninomiya-Tsuji, et al., 1999, Sakurai, et al., 1999) peuvent phosphoryler IKK. En

particulier, NIK a été identifié par son association avec TNFR associated factor 2 (TRAF2) et

interagirait plus spécifiquement avec IKKa. D'ailleurs, des souris knock-out pour NIK

présentent une activation normale de NF-KB par le TNFa (Shinkura, et al., 1999).

L'activation de NF-KB causée par NIK nécessite la translocation nucléaire de IKKa ainsi que

le domaine transactivateur de p65 (Jiang, X., et al., 2003). De plus, il a été montré que NIK

est essentiel pour l'activation de RelB par le déclenchement des récepteurs de surface des

Natural Killer T (NKT) (Elewaut, et al., 2003). L'activation de NF-KB par l'H20 2 implique

l'activité kinase de IKKa. Takada et al. découvrent que la kinase Syk participe à la

phosphorylation de IKKa dans le cas d'un traitement des cellules myéloïdes KBM-5 à l' H20 2

(Takada, et al., 2003). Par ailleurs, une autre équipe rapporte que Vav-l se lie

constitutivement à IKKa et l'activité kinase du complexe ainsi formé est augmentée lors

d'une stimulation de cellules de la lignée Jurkat par le CD28 (Piccolella, et al., 2003).

La kinase MEKKI est aussi un bon candidat pour l'activation de IKK car il y a une

bonne corrélation entre la régulation de JNK, qui est sous le contrôle de MEKK 1, et NF-KB.

De plus, un dominant négatif MEKKI inhibe l'activation de NF-KB (Lee, F. S., et al., 1997,

Romashkova et Makarov, 1999, Xia, Y., et al., 1998). Il semble que MEKKI active plus

spécifiquement IKKB.

L'activation du complexe IKK est transitoire et son inactivation semble être due à une

autophosphorylation (Delhase, et al., 1999).
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Un activateur typique de NF-KB est le TNFa et la signalisation par laquelle NF-KB est

activé est bien caractérisée. Le TNFa peut se lier à 2 récepteurs membranaires : TNFRI et

TNFR2. Le signal peut alors se propager par 2 voies: les TRAF et les récepteurs à death

domain (DD). La fixation de TNFa sur TNFRI entraîne la trimérisation du récepteur et la

dissociation de SODD (silencer of DO) du DD de TNFRI. Le TNFRI est alors transloqué

vers des radeaux lipidiques, où il s'associe à d'autres protéines à DO RIP, TRADD et TRAF2

(Legler, et al., 2003). Dans ces radeaux, TNFRI et RIP seront ubiquitinylés et dirigés vers le

protéasome. La kinase FAK (Focal Adhesion Kinase) est elle aussi impliquée dans

l'interaction entre RIP, TRAF2 et le complexe IKK, et l'activation de NF-KB par le TNFa est

abolie dans des fibroblastes déficients en FAK (Funakoshi-Tago, et al., 2003). De même, la

kinase TAK 1 est recrutée par TRAF2 lors de l'activation de NF-KB par le TNFa (Takaesu, et

al., 2003).

La fixation du TNFa au TNFR2 entraîne le recrutement de TRAF2 qui recrute à son

tour TRAF1(Rothe, et al., 1995, Rothe, et al., 1994). TNFRI recrute alors le complexe IKK

grâce au domaine RING de TRAF2 et son activation nécessite RIP (Devin, et al., 2001).

IKK~ peut alors phosphoryler IKB, libérant alors NF-KB qui sera transloqué dans le noyau

pour aller se fixer sur son site cible.

Il existe une autre voie d'activation de NF-KB passant par sa phosphorylation par une

kinase GMP-dépendante (PKG), sans que sa distribution cellulaire soit modifiée (He et

Weber, 2003). Ce phénomène augmente l'activité trans-activatrice de p65 sur un site NF-KB

consensus.

La gastrine a aussi été associée à l'activation de NF-KB et Ogasa et al. montrent

qu'elle dépend de la voie de signalisation des PKC (Ogasa, et al., 2003). Les dommages à

l'ADN induits par des agents comme l' adriamycine, la camptothécine ou les radiations

ionisantes sont d'autres activateurs de NF-KB. Cependant, les voies autocrines ou du TNFR 1

ne sont pas mises en jeu même si RIP semble essentiel (Hur, et al., 2003).

Il existe un site NF-KB (NF-KB-like ou proximal) situé à -93 sur le promoteur de la

GSTP 1-1. Il a été montré que ce site fonctionne comme supresseur dans la eST?1-1 (Moffat,

et al., 1996a). De plus, le site NF-KB-like est à 20 pb du site AP-l, ce qui pourrait permettre

des interactions entre les protéines se fixant sur chacun des sites (Figure 9).

Il existe aussi un autre site NF-KB (NF-KB distal) situé entre -323 et -314 qui n'a pas

été étudié, mais qui pourrait intervenir dans la régulation de ce gène.
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Figure 9: Modèle de transcription de la GSTPl-l. Selon Moffat et al. (1996a)

Dans les cellules niexprimant pas la GSTP 1-1 comme les cellules MCF-7, un complexe

protéique se fixant sur le site NF-KB-like empêche la fixation de facteurs de transcription sur

le site TRE. Dans les cellules exprimant la GSTPl-l comme les cellules VCREMS, le dimère

c-Jun/c-Fos se fixe normalement sur le site TRE. RI: Nf-xll-Iike, Cl: TRE. (Moffat, et al.,

1996a)
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La protéine Hsp27 est activée en réponse aux chocs thermiques, au stress oxydant et

aux traitements par des cytokines. Park et al. ont découvert que cette protéine s'associe au

complexe IKK sous l'influence d'un traitement au TNFa (Park, K. J., et al., 2003). Cette

association est favorisée par la phosphorylation de Hsp27 par la kinase MK2, substrat de p38,

et décroît l'activité IKK.

La voie de transduction du signal menant à l'activation de NF-KB est activée par les

ERü. L'antioxydant N-acétyl-cytéine (NAC) permet d'inhiber l'induction de NF-KB et ainsi

de bloquer certains événements dont il est le régulateur clef, comme le métabolisme des

phospholipides, la libération de cytokines pro-inflammatoires et l'activité protéase dans les

membranes fœtales humaines (Lappas, et al., 2003). De plus, l'albumine glyquée induit le

stress oxydant et NF-KB dans les macrophages RAW (Cohen, M. P., et al., 2003). Dans ce

cas, la kinase ERK est activée et la production de TGF~ dépendante de ERK est augmentée.

Crowley-Weber et al. confirment ces résultats en montrant que la nicotine augmente le stress

oxydant, permet l'activation de NF-KB, induit l'apoptose et favorise la capacité du

déoxycholate de sodium (un sel biliaire dont la concentration augmente après un repas riche

en graisses) à activer l'élément de réponse aux xénobiotiques (Crowley-Weber, et al., 2003).

La nicotine est un facteur de risque dans le développement des cancers gastro-intestinaux

ainsi que dans les acides biliaires dont elle augmente les effets néfastes. Par ailleurs, un autre

antioxydant, l'ergothinéine, inhibe l'induction de NF-KB par HzOz ou par le TNFa dans les

cellules A549 (Rahman, et al., 2003).

Cependant, dans les cellules HeLa, le stress oxydant peut avoir un effet différentiel sur

l'expression basale ou induite de NF-KB (Byun, et al., 2002). En effet, le traitement de

cellules par HzOz ou par le diamine inhibe l'induction de NF-KB par le TNFa, tout en

induisant la dégradation de IK B et en inhibant l'activité IKK. Par ailleurs, ces mêmes

traitements activent l'expression basale de NF-KB sans que IKB soit dégradé ni que IKK soit

activée.
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NF-KB joue un grand rôle dans la réponse immunitaire et les réactions inflammatoires

(Baeuerle et Henkel, 1994). De plus, plusieurs faits pourraient l'impliquer dans le

développement et la progression des cancers. Tout d'abord, le gène v-Rel est un oncogène

puissant responsable de lymphomes agressifs et de leucémies, et capable de transformer des

cellules spléniques et médullaires (Carrasco, et al., 1996). Ensuite, la majorité des gènes

codant les protéines NF-KB et IKB sont situés sur des locus génomiques subissant des

réarrangements chromosomiques dans des cancers humains, particulièrement au sein de

tumeurs lymphoïdes (Lu que et Gelinas, 1997). Ces réarrangements montrent qu'une

modification de l'activité de NF-KB favorise la transformation cancéreuse ou la progression

tumorale. D'autre part, on sait que plusieurs virus oncogéniques, tels que HTLV-1, le virus

d'Epstein Barr ou le virus de l'hépatite B, activent NF-KB grâce à des protéines dont le rôle

dans la transformation cellulaire est connu (Gilmore, et al., 1996). En fait, dans la plupart des

cas, il est établi que la liaison de NF-KB à l'ADN est liée à son potentiel oncogénique.

Il a été montré que l'inactivation de IKB (et donc l'activation de NF-KB) entraîne la

transformation de cellules 3T3 (Beauparlant, et al., 1994). Plusieurs autres éléments montrent

que NF-KB favoriserait la progression cancéreuse: la production de protéines du CMH est

dépendante de NF-KB (Dejardin, et al., 1998), et une réduction de ces protéines, comme dans

la transformation cellulaire par l'adénovirus 12, l'oncogène RAS ou l'oncogène T, protégerait

les cellules cancéreuses du système immunitaire (Cadoret, et al., 1997). Par ailleurs, certains

inhibiteurs de NF-KB sont abondamment exprimés dans certains adénocarcinomes

mammaires (Dejardin, et al., 1995). Dans les carcinomes de reins, un phénotype agressif est

souvent associé à un syndrome paranéoplasique inflammatoire. Oya et al. découvrent que le

développement de ces cancers est lié à une augmentation de l'expression de NF-KB (Oya, et

al., 2003). De plus, le resvératrol, un polyphénol extrait du vin, diminue fortement l'incidence

et la multiplicité des tumeurs mammaires chez le rat (Banerjee, S., et al., 2002). Cet effet

serait dû à l'inhibition de l'expression de NF-KB, de la COX-2 et de la métalloprotéase 9

(MMP9). Dans les cellules U937, les condensés de fumée de cigarette induisent l'expression

de NF-KB, la phosphorylation et la dégradation de IKBa et l'activation de IKK, montrant

l'implication de NF-KB dans la cancérogenèse (Anto, et al., 2002). Dans les cellules JB6

d'épiderme de souris, l'inhibition de NF-KB élimine leur transformation (Dhar, et al., 2002).

Un effet similaire est observé lors de l'utilisation d'un anti-oxydant. Farrow et Evers
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rapportent que l'inflammation du pancréas, causée par les cytokines, les ERO et les voies de

transduction du signal pro-inflammatoires, peut jouer un rôle important dans le

développement de cancers du pancréas (Farrow et Evers, 2002). On a aussi montré que les

agents chimiothérapeutiques doxorubicine, 5-FU, cisplatine et paclitaxel induisent la liaison

de NF-KB sur l'ADN (Chuang, et al., 2002). Ce phénomène pourrait prendre part dans la mise

en place d'une résistance et l'utilisation d'inhibiteurs pourrait remédier à ce problème.

NF-KB est aussi lié à l'apoptose. Son activation protégerait des cellules lymphoïdes ou

fibroblastiques de l'apoptose induite par le TNF-a ou la daunomycine. Il a aussi été montré

que l'activation de NF-KB est liée à une survie ou au moins à un retard de la mort cellulaire

dans les cellules soumises à des radiations ionisantes ou à la daunorubicine. En outre, son

inactivation entraîne une apoptose massive des cellules hépatiques. Ceci serait dû à des gènes

régulés par NF-KB, impliqué dans l'inhibition de l'apoptose (Wang, C. Y., et al., 1996, Wu,

M., et al., 1996).

Cependant, on a pu aussi montrer que NF-KB était nécessaire à l'induction de

l'apoptose, comme dans des cellules de carcinome infectées par le virus Sindbis (Lin, K. 1., et

al., 1995).

Ces résultats contradictoires pourraient être dus au fait que NF-KB contrôle non

seulement des gènes impliqués dans l'inhibition de l'apoptose, tels que la molécule A20, mais

aussi des gènes impliqués dans l'apoptose, tels que p53 ou c-rnyc. La fonction de NF-KB

serait donc différente suivant les lignées cellulaires et les signaux reçus (Bours, et al., 1998).

L'infection de cellules endothéliales par Rickettsia rickettsii induit l'apoptose de ces

cellules, ainsi que l'inhibition de NF-KB (Joshi, et al., 2003). L'expression de NF-KB est

nécessaire à la conservation de l'intégrité mitochondriale. L'apoptose est principalement

initiée au travers des récepteurs de mort. Dans les cellules T 00-11.10, l'activation du

récepteur des cellules T (TCR) résulte en l'activation de l'apoptose par la voie Fas.

L'inhibition de NF-KB conduit à une plus grande sensibilité des cellules à l'apoptose induite

par les TCR (Malewicz, et al., 2003). Dans les mêmes cellules déficientes en NF-KB,

l'activation des TCR induit une apoptose dépendante du TNFR2. La transfection stable de

A20, une protéine à doigt de zinc, rétablit l'induction de l' apoptose par Fas. De plus,

l'activation de NF-KB en aval de TNFR est nécessaire à l'activation de Fas grâce au TNF
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endogène induit par le TCR activé. En fait, NF-KB joue un rôle de balance entre les signaux

apoptotiques Fas et TNP. Plusieurs équipes ont montré que NF-KB a un rôle anti-apoptotique

dans les cel[~les pancréatiques (Arlt, et al., 2003, Liptay, et al., 2003), les neutrophiles

polymorphonucléaires (Choi, et al., 2003) ou des cellules Hodgkin-lReed-Sternberg (Mathas,

et al., 2003). Cependant, d'autres équipes ont montré que le TNFa peut induire une apoptose

qui est inhibée par des inhibiteurs de NF-KB (Neu, et al., 2003). En fait, le TNFa induit iNOS

sans stimuler l'activité de la caspase 3.

3 - Voies de transduction impliquées dans la régulation de la

GSTPI-l.

La transduction d'un signal à l'intérieur de la cellule passe par des voies de

phosphorylation. Les MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) sont les éléments essentiels

de ces voies. Ce sont des kinases à sérine/thréonine activées par des phosphorylations sur des

résidus thréonine et tyrosine. Il existe 3 familles différentes de MAPK : la famille des ERK

(Extracellular signal Regulated Kinase), la famille des JNK/SAPK (Jun N-terminal

Kinase/Stress Activated Protein Kinase) et la famille de p38.

3.1 - Voies du stress impliquées dans la ré2ulation de la GSTP1-1

Le site TRE est trans-activé par la voie de signalisation induite par le TPA. Il a été

démontré que la voie répondant au TPA est la voie PKC - Raf-l - MEK - ERK. Vuong et al.

ont découvert qu'une activation du gène SPRRIB, marqueur de la différenciation des cellules

pulmonaires, par le TPA passe par une voie PKCô - Ras - MEKK 1 - MKK 1 indépendamment

de ERK, dans les cellules trachéobronchiales (Vuong, et al., 2000).

Par contre, Osborn et al. n'ont pas réussi à mettre en évidence une voie de transduction

complète pour l'activation du gène MDR 1 par le TPA, dans une lignée de cellules K562

(Osborn, et al., 1999). Ils ont montré que le signal passe par l'activation par la PKCa, mais les

inhibiteurs des différentes voies n'affectent pas l'effet du TPA.
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Ces deux résultats confirment les conclusions de Shelly et al. qui montrent que les

changements observés dans les cellules K562 après traitement au TPA sont dus en partie à

une voie MEkJMAPK et sont en partie indépendants de ces voies (Shelly, et al., 1998).

Par ailleurs, Qiao et al. ont montré que l'activation par la bile du site AP-l du gène

GADD 153 nécessite l'activation de PKC et de la voie ERK qui fonctionneraient

indépendamment (Qiao, et al., 2000). Racke et al. Ont, eux, mis en évidence la nécessité de

l'activation de la voir ERK dans la différenciation de cellules K562 par le TPA (Racke, et al.,

1997).

On voit donc que la transduction du signal dépend en grande partie de la lignée

cellulaire et du gène étudié.

.J._l_,2_~_YQ_i_~_~_çJ~.tnlJ)_sçJ_lJ_çÜQ_n.impl.i.qmmt_!1n_ARE

Les ARE sont trans-activés par les voies de signalisation activées par les anti­

oxydants. Les ARE et les TRE sont généralement très proches en séquence comme du point

de vue des facteurs de transcription pouvant s 'y fixer. Les voies de signalisation utilisée

peuvent parfois différer.

On a ainsi découvert que l'activation des ARE par le tBHQ dans une lignée de cellules

HepG2 passait par l'activation d'une kinase ERK2. Cette voie débuterait par l'activation

directe de Rafl par l'inducteur sans passer par Ras (Yu, et al., 1999). Les mêmes auteurs

montrent plus tard l'importance de voies passant par les kinases MEKKl, TAKI et ASKI.

Ces kinases pourraient alors phosphoryler MKK4 et 6. Cette voie de phosphorylation

aboutirait à l'activation de JNK permettant à Nrf2 mais pas à c-jun de se fixer sur l'ARE (Yu,

et al., 2000a). Par contre une activation de la kinase p38 aurait un effet négatif sur

l'expression d'un gène régulé par un ARE (Yu, et al., 2000b) (figure 6).

3.._1_,3._~.YQ_k~_çJ~_tr.~nsçJ_lJ_çÜ9_n_!mpl.i.ql)é_~_~_çJ~n~J:~xp-r.~s~iQn_çJ~_l.<tGSTP.l::l

Dans les cellules de carcinome et d'adénome colorectaux et d'ACF, on observe une

corrélation entre la sur-expression de la GSTP1-1 et la mutation de K-ras (Miyanishi, et al.,

2001). Cette sur-expression de la GSTPl-l pourrait donc être causée par la mutation de K-ras

via la fixation de AP-l sur le promoteur du gène de la GSTP1-1. Par ailleurs, l'expression de

la GSTP 1-1 est activée par le butyrate dans des cellules de colon humain et cette activation

semble passer par la phosphorylation des kinases ERK1I2 (Ebert, et al., 2001). Ce phénomène
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permet aux cellules une protection augmentée contre la génotoxicité induite par le 4-hydroxy­

2-nonénal. En rendant une lignée leucémique HL60 résistante à un inhibiteur

peptidomimétique de la GSTPl-l, le TLKI99, Gate et al. découvrent que l'activité kinase de

ERK est augmentée sans que son expression basale ne soit modifiée (Gate, et al., 2003).

L'induction de ERK par le TPA est aussi modifiée mais de façon transitoire.

Il est connu que les GST sont actives sous forme dimérique. La GSTP1-1 peut se lier à

la JNK lorsqu'elle est monomérique, inhibant alors la kinase (Adler, et al., 1999). La sur­

expression de la GSTP1-1 diminue l'activité MKK4 et JNK et la transcription due à c-jun qui

est ubiquitinylé. Par contre, la transfection de MEKK 1 et de GSTP1-1 restaure la

phosphorylation de MKK4 sans toutefois altérer l'inhibition de la JNK montrant qu'elle est

indépendante de la voie MEKKI-MKK4. Une autre équipe découvre que la GSTPl-l se fixe

à la partie C terminale de la JNK (Wang, T., et al., 2001). Quant à la GSTM1, elle se lie à la

kinase ASKI et se dissocie après un choc thermique (Dorion, et al., 2002).

Chez la souris, la GSTP se lie aussi à JNK et les cellules n'exprimant pas les enzymes

GSTPl/P2 présentent une activité JNK augmentée (Elsby, et al., 2003). Le taux de facteur

AP-l est lui aussi augmenté montrant ainsi le rôle de la GSTPl dans la régulation de

l'expression constitutive des gènes en aval de la JNK. La délétion de la GSTP ne modifie pas

le taux des autres GST, mais d'autres enzymes de la famille des antioxydants thiol spécifiques

sont exprimées à un niveau plus haut (Kitteringham, et al., 2003).

Dans des cellules de testicule de porc, la GSTA est inhibée par un traitement par le

TNFa (Benbrahim-Tallaa, et al., 2002). La stimulation de l'expression de la GSTA et la

stabilisation de son ARNm par l'hormone FSH est bloquée par le TNFa altérant les processus

de détoxification des substances génotoxiques durant la spermatogenèse.

Angel et al. ont découvert que les gènes dont le promoteur contient une séquence

consensus de 9 pb sont inductibles par le TPA (Angel, et al., 1987). Ce sont les séquences

TRE. Ils prouvent aussi que les facteurs de transcription AP-l se fixent spécifiquement sur ces

séquences. Le promoteur de la GSTP1-1 humaine contient un site TRE consensus et est donc

un bon candidat pour l'activation de son expression par le TPA.

3.2 - Implication de la GSTPl-l dans l'apoptose

Adler et al. et Yin et al. ont développé un modèle intéressant de régulation de JNK par

la GSTPI-l (Adler, et al., 1999, Yin, et al., 2000). Ils montrent qu'un stress oxydant
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augmente l'expression de kinases telles que p38, ERK ou IKK par le biais de la GSTP1-1. Par

contre cette enzyme a été décrite comme étant un inhibiteur de la JNK. Cette inhibition est

due à la fixation de la GSTP1-1 sur sa partie C-terminale (Wang, T., et al., 2001). Un stress

aurait aussi pour effet de libérer la GSTP1-1, alors liée à la JNK de façon monomérique, pour

lui permettre de se dimériser. La GSTP 1-1 dimérisée aurait un effet positif sur la JNK. On a

donc ici une boucle de régulation assez complexe permettant de garder une activité finement

régulée. En effet, il a été montré que chez des souris n'exprimant pas les GSTP, l'expression

de JNK est augmentée ainsi que celles des gènes sous son contrôle, démontrant le rôle de la

GSTP dans la régulation de l'expression constitutive de gènes en aval de JNK (Elsby, et al.,

2003).

Le même phénomène intervenant entre GSTM1-1 et ASK1 a été décrit par Dorion et

al. qui montrent qu'un choc thermique peut provoquer la séparation de GSTM1-1 et ASK1

(Dorion, et al., 2002). La partie C-terminale de GSTM1-1 se lie à la partie N-terminale de

ASK1 bloquant ainsi son activité, son oligomérisation et sa capacité à induire l'apoptose

(Cho, et al., 2001).

L'importance de ces 2 kinases dans l'induction de l' apoptose a été décri te de

nombreuses fois. En effet, Hatai et al. montrent que l'activation de ASK entraîne la libération

du cytochrome c et l'activation des caspases 9 et 3 (Hatai, et al., 2000). La caspase 8 ne

semble pas impliquée, et seule la voie mitochondriale est activée. De plus, une fois activée,

ASK1 va induire les kinases JNK et p38 qui sont nécessaires au déclenchement de l'apoptose

(Tobiume, et al., 2001).

Une autre équipe démontre que la GSTP 1-1 protège les cellules NIH3T3 contre la

mort cellulaire induite par l'H20 2 (Yin, et al., 2000). Cette protection serait due à la

suppression de l'activité JNK ainsi qu'à l'activation des kinases p38 et ERK et du facteur de

transcription NF-KB. En fait, Gilot et al. découvrent que le blocage de l'apoptose par les GST

nécessite la fixation de la GSTP1-1 et de la GSTM1 sur JNK et ASK 1, respectivement (Gi1ot,

et al., 2002). Lors de l'induction de l'apoptose, le taux de GSTMlI2 et GSTAlI2 diminue

fortement et la sur-expression de GSTM1, Al et Pl abolit l'activité caspase 3 et protège les

cellules contre l'apoptose (Figure 10).
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Figure 10: Implication des GST dans l'induction de l'apoptose.

Dans les cellules non stressées, la GSTP 1-1 et la GSTM 1 sont liées à la JNK et à ASK,

respectivement. Lors d'un stress, les GST libèrent les kinases pour se dimériser et détoxifier la

cellule. JNK et ASK s'oligomérisent et peuvent ainsi induire l'apoptose.
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Partie III : Rôle des agents chimiopréventifs

Kelloff et al. décrivent la chimioprévention comme l'utilisation de produits chimiques

naturels ou synthétiques permettant la suppression, le retard ou l'inversion de la

cancérogenèse (Kelloff, et al., 1994). Les produits chimiothérapeutiques doivent être sans

effets secondaires et non-toxiques. Cette alternative à la chimiothérapie permet de neutraliser

les carcinogènes ou leurs effets sur les cellules. La première étape de cette nouvelle stratégie

est d'identifier les agents potentiellement actifs. Pour cela, Gerhâuser et al. ont mis au point

un système d'identification basé sur des marqueurs cellulaires et enzymatiques (Gerhauser, et

al., 2003). Ce système inclut la modulation du métabolisme des médicaments, la

détermination de l'inactivation des radicaux et de l'effet anti-oxydant, les mécanismes

inflammatoires et l'activité anti-tumorale.

Les agents chimiopréventifs sont divisés en 2 classes:

Les agents bloquants qui inhibent l'étape d'initiation en empêchant l'activation

du carcinogène ou en bloquant l'action même du carcinogène sur sa molécule cible comme

l'ADN, l'ARN ou les protéines.

Les agents de suppression qui inhibent l'expression des cellules malignes dans

les étapes de promotion ou de progression.

Certains agents chimiopréventifs, comme la curcumine ou le resvératrol, peuvent faire

partie des 2 classes car ils présentent plusieurs mécanismes d'action. La plupart des agents

chimiopréventifs sont issus des plantes et sont présents naturellement dans notre alimentation.

Les substances extraites de Cassia siamea, émodine et cassiame B, montrent un fort pouvoir

anti-tumoral sur les tumeurs de peau de souris induite par le TPA (Koyama, et al., 2002). Le

lycopène supprime l'induction de carcinome par le DMBA chez le hamster (Bhuvaneswari, et

al., 2001). Pour trouver de nouveaux agents chimiopréventifs, Takasaki et al. cherchent des

substances qui inhibent l'induction de l'antigène précoce du virus EBV par le TP A (Takasaki,

et al., 2001). Ils isolent 2 esters phénylpropanoïdes de saccharose, la vanicoside B et la

lapathoside A, qui présentent de plus un potentiel anti-tumoral significatif. D'autres agents

comme le kahweol et le cafestol, 2 diterpènes présents dans le café, ont aussi un fort pouvoir

chimiopréventif et protègent les cellules contre la mutagenèse et la cancérogenèse dans des

modèles animaux (Huber, et al., 2003). Ils possèdent aussi la propriété d'induire l'activité

GSTP 1-1 dans le foie de rat montrant un effet inverse à celui obtenu chez l'homme. Le même
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effet est observé avec un agent extrait de l'ail: le diallyl disulfure, qui bloque la

cancérogenèse chez la souris, grâce aux 2 groupements allyls essentiels et à la chaîne

disulfure centrale, et induit l'expression de la GSTP (Bose, et al., 2002). Thimmulappa et al.

suggèrent que l'augmentation de l'expression des enzymes de phase II par les agents

chimiopréventifs, en particulier le sulforaphane, passe par l'activation de Nrf2 (Thimmulappa,

et al., 2002).

1 - La curcurnine

La curcumine est la poudre jaune extraite de la racine de Curcuma longa L utilisée

dans le curry. Elle présente de fortes propriétés anti-oxydantes, anti-inflammatoires et

antivirales (Hergenhahn, et al., 2002) et est largement utilisée dans la médecine traditionnelle

indienne.

1.1 - Effet de la curcumine sur la cancéro~enèse

La curcumine joue un rôle important dans l'inhibition de la formation et de la

promotion de tumeurs. En effet, de nombreuses équipes ont montré que l'initiation, la

promotion ou la progression de tumeurs est réduite ou bloquée par la curcumine. Azuine et

Bhide décrivent l'inhibition de la formation et la promotion de tumeurs induites par le

benz(a)pyrène, le 7,12-diméthylbenz(a)anthracène ou les esters de phorbol (Azuine et Bhide,

1992a, 1992b), tandis que Ikezaki et al. montrent que la curcumine peut inhiber le

développement de cancer stomacaux après la phase d'initiation par du N-méthyl-N' -nitro-N­

nitrosoguanisine chez le rat (Ikezaki, et al., 2001). De même, le BDMC-A, un analogue de la

curcumine, bloque la formation d'adénocarcinome du colon chez le rat (Devasena, et al.,

2003). Si la curcumine ne diminue pas l'incidence de tumeur du foie ou du rein induite par le

cuivre chez le rat, elle réduit la formation cancéreuse à d'autres sites, ainsi que les métastases

(Frank, et al., 2003). De plus, la curcumine a été décrite comme un bon agent anti­

angiogenèse (Arbiser, et al., 1998), ce qui pourrait en partie expliquer son effet

chimiopréventif au niveau de la promotion cancéreuse. Ce phénomène pourrait être expliqué

par l'inhibition de VEGF et de l'angiopoïétine 1 et 2 dans les cellules EAT, par l'inhibition de

VEGF et de l'angiopoïétine 1 dans les cellules NIH3T3 et par l'inhibition de KDR dans les

cellules HUVEC (Gururaj, et al., 2002). En ce qui concerne les essais cliniques, la curcumine

a déjà été testée jusqu'à 12 mg par jour chez des patients atteints de différentes maladies et

cancer (Cheng, et al., 2001). Ce traitement ne présente pas de cytotoxicité jusqu'à 8 mg/jour
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et les résultats suggèrent un effet biologique de la curcumine dans la chimioprévention du

cancer. Les effets anti-cancéreux de la curcumine semblent être plus prononcés en présence

d'estrogènesdans les cellules de cancer de sein et elle inhibe les gènes sous l'influence des

récepteurs aux estrogènes (Shao, et al., 2002). La curcumine a aussi un effet inhibiteur sur

l'expression de hTERT, inhibant l'activité télomérase dans les cellules MCF-7

(Ramachandran, et al., 2002). Elle permet de plus de sensibiliser les cellules de cancer

ovarien au cisplatine, facilitant les traitements chimiothérapeutiques (Chan, et al., 2003).

1.2 - Effet de la curcumine sur l'apoptose

Une autre explication de l'activité anti-cancéreuse de la curcumine peut être sa

capacité à induire l' apoptose dans les cellules cancéreuses sans être toxique pour les cellules

saines. En effet, la curcumine induit l' apoptose dans certaines lignées cellulaires cancéreuses

telles que les HL-60, K562, MCF-7 et HeLa (Roy, et al., 2002). Woo et al. suggèrent que la

mort cellulaire programmée induite dans des cellules humaines de reins Caki est activée grâce

à la déphosphorylation de la kinase Akt, l'inhibition des facteurs anti-apoptotiques Bel-2, Bel­

XL et les protéines inhibitrices de l' apoptose (JAP), la libération du cytochrome c et

l'activation de la caspase 3 (Woo, et al., 2003). Ceci est en accord avec les résultats de Bush

et aL, Anto et al. et Pan et al. qui montrent l'activation de la caspase 3 dans des cellules de

mélanome et les cellules HL-60 (Anto, et al., 2002, Bush, et al., 2001, Pan, et al., 2001). Bush

et al. ajoutent que la curcumine induit les caspase 8 et 9, alors que p53 n'est pas modifié

(Bush, et al., 2001). Par contre, la voie des récepteurs de mort est activée au travers de Fas de

façon FasL indépendante. Anto et al. confirment le rôle de l'inhibition de Bel-2 et Bel-XL en

supprimant l'apoptose par la sur-expression de ces 2 protéines (Anto, et al., 2002). Le même

phénomène est observé dans les cellules U937 pour lesquelles il a été décrit une inhibition de

la protéine Bel-XL et des protéines IAP, la libération du cytochrome c et l'activation de la

caspase 3 (Bae, et al., 2003). Au contraire, l'apoptose induite dans les cellules Jurkat est

indépendante de la caspase 3 dont l'activation serait bloquée par l'augmentation du taux de

GSH (Piwocka, et al., 2002, Piwocka, et al., 200 1, Piwocka, et al., 1999, Sikora, et al., 1997).

L'activation des caspases par la curcumine peut être bloquée par les protéines Hsp, sans que

celles-ci influent sur la libération du cytochrome c (Rashmi, et al., 2003).

Cependant, la curcumine peut inhiber l'effet d'autres agents chimie-thérapeutiques en

bloquant l' apoptose induite par ces agents tels que la camptothécine, le mechlorethamine et la

doxorubicine dans des lignées de cancer du sein (Somasundaram, et al., 2002). L'activité de
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la JNK, la libération du cytochrome c et la formation de ERO sont réduites. L'association de

la curcumine avec d'autres agents anti-cancéreux devrait donc être évitée dans le cas de

cancer du sein,

1.3 - Effet de la curcumine sur l'inflammation et l'oxydation

Il a été montré que la curcumine inhibe la cyclooxygénase 2 (COX-2) ainsi que la

lipoxygénase (LOX), 2 enzymes impliquées dans l'inflammation (Huang, M. T., et al., 1991).

En effet, la COX-2, induite par les cytokines, transforme l'acide arachidonique en

prostaglandines durant les épisodes inflammatoires aigus. Elle est aussi la forme

prédominante lors des inflammations chroniques. La production de petites molécules

médiatrices telles que l' histamine, la sérotonine, la bradykinine et les prostaglandines est à la

base des phénomènes d'inflammation et elles participent à la vasodilatation et à la formation

d'œdèmes. En particulier, les prostaglandines se fixent sur des récepteurs extracellulaires

créant ainsi l'activation de certaines voies de transduction du signal. Bien que l'effet des

différentes prostaglandines soit varié (effet vasoconstricteur ou dilatateur), leur importance

dans l'inflammation aiguë ou chronique a été démontrée (Mitchell, et al., 1995).

La LOX transforme l'acide arachidonique en leukotriènes qui participent au

recrutement des leucocytes et contribuent aux phénomènes d'inflammation (Fiorucci, et al.,

2001). En inhibant ces 2 enzymes essentielles au développement de l'inflammation, la

curcumine montre un fort effet anti-inflammatoire. D'autre part, la curcumine protège les

kératinocytes et les fibroblastes contre les domages induits par l'H20 2 (Phan, et al., 2001) et

permet de réduire le stress oxydant et inflammatoire chez les patients atteints de la maladie

d'Alzheimer (Lim, et al., 2001). Les pancréatites peuvent être améliorées par un traitement à

la curcumine qui bloque les signaux clefs de l'inflammation (Gukovsky, et al., 2003). En

vérifiant l'effet de la curcumine sur la cataracte induite par le galactose, Suryanarayana et al.

découvrent que la curcumine peut accroître le stress oxydant dans des conditions

d'hyperglycémie chez le rat. Seuls les taux faibles (0,01 %) de curcumine pourraient induire

un effet bénéfique contre la cataracte (Suryanarayana, et al., 2003).

1.4 - Effet de la curcumine sur les facteurs de transcription NF-KB et AP-1

et la transduction du sil:nal

Il a été montré que la curcumine inhibe l'activation des 2 facteurs de transcription NF­

KB et AP-l. Bharti et al. ont découvert que l'inhibition de NF-KB passe par l'inhibition de
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l'activité du complexe IKK et bloque donc la phosphorylation de IKBa ainsi que la

translocation de p65 (Bharti, et al., 2003). De nombreuses équipes confirment ces résultats et

montrent quél'induction de NF-KB par l'ILIa, le TNF-a , le TPA, le LPS, et la thrombine

(Bierhaus, et al., 1997, Han, et al., 2002, Pendurthi, et al., 1997, Surh, y. J., et al., 2000, Xu,

et al., 1997), est inhibée par la curcumine. Chuang et al. ajoutent que cet effet inhibiteur est à

considérer pour améliorer l'efficacité des traitements chimiothérapeutiques, car la plupart des

médicaments anti-cancéreux (comme la doxorubicine) activent NF-KB qui participe à la

cancérogenèse et le développement de résistances (Chuang, et al., 2002). La fumée de

cigarette, qui contient de nombreux agents cancérigènes comme des radicaux superoxyde et

hydroxyl, de l 'H20 2 et du benz(a)pyrène, active NF-KB et bloque ainsi l'apoptose, induit la

prolifération et la cancérogenèse. La curcumine abolit l'induction de la liaison de NF-KB sur

l'ADN, bloque l'activation de IKK, la phosphorylation et la dégradation de IKBa et la

translocation de p65 (Shishodia, et al., 2003). L'inhibition de NF-KB par la curcumine apporte

une nouvelle stratégie de thérapie pour des maladies comme la pathologie du foie alcoolique

dans laquelle NF-KB est activé (Nanji, et al., 2003). Le pré-traitement d'animaux

hémorragiques par la curcumine permet d'éviter le choc hémorragique dû à l'activation des

facteurs de transcription NF-KB et AP-1 (Gaddipati, et al., 2003).

Quant à AP-1, Chen et Tan démontrent que la curcumine inhibe la voie de

transduction du signal de JNK au niveau des MAPKKK ou en amont (Chen, Y. R. et Tan,

1998). De plus, le signal passant par p38 est atténué par la curcumine dans les cellules de

maladies inflammatoires gastro-intestinales (Salh, et al., 2003), et la kinase Akt est

complètement inhibée dans les cellules de cancer de la prostate (Chaudhary et Hruska, 2003).

La curcumine peut aussi inhiber l'activation de c-fos en bloquant ERK et JNK tout en

induisant l'apoptose (Squires, et al., 2003).

La protéine kinase C (PKC) est impliquée dans les modulations redox de la cellule:

les oxydants réagissent avec la partie régulatrice de la PKC et ainsi l'activent, envoyant alors

un signal vers la croissance cellulaire et la promotion de tumeurs, alors que les antioxydants

réagissent avec la partie catalytique de la PKC et l'inhibe (Gopalakrishna et Jaken, 2000). Il a

été montré que la curcumine inhibe l'activation de c-jun et c-fos par le TPA en agissant au

niveau de la PKC (Lin, J. K., et al., 1997) de façon non-compétitive (Reddy, S. et Aggarwal,

1994), confirmant les résultats de Liu et al. qui montrent que l'activation de la PKC par le

TPA est éliminée par la curcumine (Liu, J. Y., et al., 1993). Cependant Dickinson et al.

montrent que la curcumine modifie la composition des dimères AP-1 (Dickinson, et al.,
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2003). En effet, JunD et c-Jun ont un rôle accru lors d'un traitement à la curcumine, ce qui

modifie l'expression du gène codant la glutamate-cytéine ligase et d'autres enzymes de la

phase II dansles cellules HBE1.

Il a aussi été montré que la curcumine peut agir sur la voie de transduction Janus

kinase/STAT et qu'elle inhibe l'activation de l' IL-12 en bloquant la Janus kinase 2, la

tyrosine kinase 2, STAT3 et STAT4, particulièrement dans des cellules d'encéphalomyélite

allergique (EAE) qui sont un modèle de sclérose multiple chez l'animal (Natarajan et Bright,

2002). Par contre, la curcumine est un activateur de 1'hème oxygénase- 1 (HO-1) et Balogun et

al. montrent qu'elle peut agir sur l'expression de cette enzyme en activant la voie Nrf2/ARE

dans des cellules épithéliales de rein (Balogun, et al., 2003). Dans des cellules rénales, la voie

de signalisation NF-KB pourrait elle aussi être impliquée car l'utilisation d'un inhibiteur de la

phosphorylation de IKBa atténue l'induction de HO-l par la curcumine (Hill-Kapturczak, et

al., 2001).

La curcumine peut aussi agir directement sur la formation de radicaux libres en

diminuant le taux de radicaux superoxydes (Bonte, et al., 1997).

1.5 - Effet de la curcumine sur les mécanismes de détoxication cellulaire

• Enzymes de la phase I du métabolisme des médicaments

Les cytochrome P450 (CYP) sont des enzymes de phase I impliquées dans l'activation

des carcinogènes, et leur inhibition ajoute un degré de protection à la cellule contre le cancer.

Il a été montré que la curcumine peut inhiber les réactions d'alkylation de l'éthoxyrésorufine,

la méthoxyrésorufine et le pentoxyrésorufine catalysées par le CYP 1Al, lA2 et 2B 1 dans le

foie de rats (Thapliyal et Maru, 2001). De la même manière, la formation d'adduits

aflatoxine-ADN catalysée par le système CYP est inhibée par la curcumine (Firozi, et al.,

1996). De même dans les cellules MCF-7 traitées par le dimethylbenzanthracène, l'activité du

CYP est complétement inhibée par la curcumine qui se lie directement au récepteur AhR et

empêche ainsi sa fixation au site de réponse aux xenobiotiques présent sur le gène de CYP

(Ciolino, et al., 1998). L'activation du diméthylbenzanthracène est ainsi bloquée. Rinaldi et

al. montrent que la curcumine peut activer AhR tout en inhibant J'activation des carcinogènes

induite par CYPIAI (Rinaldi, et al., 2002).

• Enzymes de la phase II du métabolisme des médicaments
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Les OST étant des enzymes de détoxification, elles participent activement à

l'élimination des carcinogènes et des mutagènes. L'utilisation d'activateur de OST est donc

une bonne stratégie de prévention du cancer, bien que la OSTPI-I puisse la conjuguer au

OSH, grâce à ses 2 groupements électrophiles, et ainsi permettre son expulsion de la cellule

(Awasthi, et al., 2000). Par contre, les OST sont souvent sur-exprimées dans les cellules

cancéreuses, ce qui favorise le développement de résistance aux agents anti-cancéreux,

rendant les activateurs de OST dangereux en chimiothérapie.

Il a été montré que la curcumine induit l'activité des enzymes de phase II du système

OSH chez la souris mâle, et particulièrement les OST et la quinone réductase dans le foie et

les reins (Iqbal, et al., 2003). La curcumine induit le même effet chez la souris (Susan et Rao,

1992). Par contre, cet effet semble être concentration-dépendant et, si la curcumine active

l'activité OST à faible dose, de plus hautes concentrations inhibent l'activité des OST envers

le l-chloro-2,4-dinitrobenzène chez le rat (Piper, et al., 1998). De la même manière, van

Iersel et al. montrent que la curcumine est un puissant inhibiteur de la OST dans des cellules

de mélanomes humains dont l' isozyme majoritairement exprimée est la OSTP 1-1 (Iersel, et

al., 1996). Parallèlement, la curcumine peut inhiber l'activité OST et le CYP 1Al/1A2 de

cellules traitées par différents agents tels que le phénobarbital, la B-naphtoflavone et le

pyraso1e (Oetari, et al., 1996).

Chez le rat, la curcumine permet de restaurer un taux normal de OSTP dans les

cellules hépatiques (Shukla et Arora, 2003).

A notre connaissance, aucune publication ne décrivait jusqu'à présent l'effet direct de

la curcumine sur les mécanismes moléculaires de l'expression du gène codant la OSTP1-1

(Figure 11 et 12).
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Figure 11: Mécanisme d'action de la curcumine. Selon Li et Lin-Shia (2001).

Des facteurs extracellulaires tels que le TPA se lient à des récepteurs membranaires et

activent ainsi des kinases intracellulaires. Les facteurs c-Jun et c-Fos sont activés ainsi que le

facteurs NF-KB. Ces facteurs jouent un rôle dans l'expression de c-Myc, iNOS et d'autres

gènes de prolifération. La curcumine peut bloquer plusieurs des mécanismes menant à

l'activation de AP-I, NF-KB, c-Myc et iNOS (Li, J. K. et Lin-Shia, 2001).
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Figure 12: La curcumine,

(A) Structure: 1,7-bis[4-hydroxy-3-methoxyphényl]-1,6-hepatdiène-3,5-dione, (B) Origine:

Curcuma longa. (C) Principales caractéristiques.
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2 - Le resvératrol

Le resvératrol est une substance naturelle extraite du raisin et que l'on retrouve ainsi

dans le vin rouge participant activement au phénomène appelé" paradoxe français ". En effet,

il présente de fortes propriétés anti-inflammatoires, anti-oxydantes et anticancéreuses (Cal, et

al., 2003). Cet agent chimiopréventif permet d'inhiber la prolifération cellulaire de tumeurs

colorectales et bloque les cellules en phase G2/M (Del mas, et al., 2002). Il a aussi été montré

que le resvératrol inhibe la lipoxygénase et la cyclooxygénase, protégeant les cellules

leucémiques K562 de l'apoptose induite par l'eau oxygénée (MacCarrone, et al., 1999). Le

resvératrol exerce un effet inhibiteur au niveau de la voie de signalisation de AP-l en inhibant

l'activité des kinases ERK2 et JNK dans les cellules HeLa (Yu, et al., 2001). On observe un

effet identique dans les cellules U937 (Manna, et al., 2000) et les propriétés anti­

inflammatoires de ce composé sont mises en évidence par l'inhibition de la voie de

signalisation de NF-KB activée par le TNFa. Ce phénomène semble passer par l'inhibition de

la dégradation de IKB (Murakami, et al., 2003). Le resvératrol montre aussi un effet

protecteur en inhibant l'apoptose induite par le TNFa, bien qu'il puisse induire l'apoptose

dans des cellules de cancer de la prostate (LNCaP et DU 145) indépendamment du contexte

hormonal (Morris, et al., 2002). L'apoptose induite par le resvératrol dans les cellules JB6 est

dépendante de l'induction de p53 pour laquelle ERK, JNK et p38 semblent impliqués (Dong,

2003). De par sa structure, le resvératrol a été considéré comme un phyto-estrogène de type 1

(Gehm, et al., 1997), et Levenson et al. et Schmitt et al. montrent qu'il agit comme un

agoniste des récepteurs aux estrogènes même s'il peut aussi activer d'autres voies (Levenson,

et al., 2003, Schmitt, et al., 2002). Cependant, en présence d'estrogène, le resvératrol a un

effet antagoniste et bloque la prolifération cellulaire induite par le 17-beta-estradiol dans les

cellules MCF-7 (Figure 13) (Lu et Serrero, 1999).
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Figure 13: Le resv ératrol.

(A) Structure: 3,4',5-trihydroxy-trans-stilbène, (B) Origine: raisin (Vitis vinifera) (C)

Principales caractéristiques.
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3 - Le beta-lapachone

Le 13-1apachone est un dérivé naturel de la substance extraite de l'arbre Lapacho : le

lapachol. Il présente des propriétés antifongiques et antibactériennes. Il a été montré que le ~­

lapachone est un inhibiteur de l'ADN topoisomérase 1 dont le mécanisme d'action diffère de

celui des inhibiteurs communs tels que la camptothécine : en effet le ~-lapachone agirait en

interaction directe avec l'enzyme sans inhiber sa fixation sur l'ADN (Li, C. 1., et al., 1993).

Le ~-lapachone présente aussi des propriétés anti-inflammatoires comme le montrent Manna

et al. en inhibant l'activation de la voie de transduction du signal aboutissant à l'activation de

NF-KB par le TNF-a dans des cellules leucémiques U937 (Manna, et al., 1999). Dans les

mêmes conditions, cet agent chimiopréventif inhibe la fixation des facteurs de transcription

AP-1 ainsi que les activités des kinases MEK et JNK. Il montre aussi un rôle protecteur en

inhibant l'apoptose induite dans ces cellules par le TNFa. Cependant il est capable d'initier

l'apoptose de certaines cellules comme les cellules HL-60 (Li, C. 1., et al., 1995, Planchon, et

al., 1995), MCF-7, T47D (Pink, et al., 2000), dans plusieurs lignées de cancer de colon

(SW480, SW620, DLD 1) (Huang, L. et Pardee, 1999) et de la prostate (Li, C. J., et al., 1995).

Ce phénomène est indépendant de p53 (Li, C. J., et al., 1995, Planchon, et al., 1995), mais

impliquerait la NQ01 (Planchon, et al., 2001) et l'augmentation de la concentration

cytoplasmique en calcium (Tagliarino, et al., 2001). (Figure 14)
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Figure 14: Le [3-lapachone.

(A) Structure (B) Origine: Lapacho tree (Tabebuia avellanedae) (C) Principales

caractéristiques .
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4 - Le trans-anéthole

Le trâns-anéthole est une substance naturelle présente dans l'anis, le fenouil et le

camphre, qui présente les caractéristiques d'un agent chimiopréventif: en effet, il peut

bloquer la prolifération d'une tumeur chez la souris (al-Harbi, et al., 1995) et chez l'homme

particulièrement pour les cancers du colon (Reddy, B. S., 1996, 1997, Reddy, B. S., et al.,

1993).

Le trans-anéthole est aussi un anti-inflammatoire et un antioxydant comme le montrent

Chainy et al. en inhibant l'induction de NF-KB et de AP-1 par le TNFa dans les cellules

MLla (Chainy, et al., 2000). De même, l'anéthoidithiolthione inhibe l'activation de NF-KB

par différents stimuli comme l'eau oxygénée, le TPA ou le TNFa dans les cellules T Jurkat

(Sen, C. K., et al., 1996).

Ses propriétés anti-microbiennes et antifongiques ont été décrites (De, et al., 2002,

Kubo, et al., 2001) et on sait que le trans-anéthole peut inhiber l'effet génotoxique de

certaines substances (Abraham, 2001). De plus, le fenouil et l'anis sont depuis longtemps

utilisés comme agents estrogéniques pour accroître la production de lait, faciliter les

naissances et augmenter la libido. Le trans-anéthole a été considéré comme l'élément essentiel

responsable de ces effets, mais les polymères tels que le dianéthole et le photoanéthole

semblent être plus actifs (Albert-Puleo, 1980).

Parallèlement, Rompelberg et al. ont montré que le trans-anéthole peut activer

l'activité GST cytosolique ainsi que d'autres enzymes de phase II dans le foie de rat

(Rompelberg, et al., 1993). L'anétholdithioéthione quant à lui peut induire l'augmentation du

niveau de GSH intracellulaire dans les cellules T Jurkat, créant ainsi une protection contre des

agents cytotoxiques comme l'eau oxygénée et le 4-hydroxynonenal (Khanna, et al., 1998). Le

même phénomène est observé chez le rat (Bouthillier, et al., 1996). (Figure (5)
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Figure 15: Le trans-an êthole.

(A) Structure: trans-l-méthoxy-4-(l-propenyl)benzène, (B) Origine: Fenouil (Anethum

foeniculum) (C) Principales caractéristiques.
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5 - L'érnodine

L'érnodine est une toxine extraite de différentes plantes et racines telles que Rumex

hymenosepalus (Buchalter, 1969) , le marron infesté par les charançons (Wells, et al., 1975),

Rheum palmatum (Chen, Y. C, et al., 2002b) ou Cassia siamea (Koyama, et al., 2002). C'est

un agent chimiopréventif qui présente des propriétés antifongiques, antibactériennes, anti­

inflammatoires et anticancéreuses. En effet, l' émodine est capable de bloquer la progression

de tumeurs chez la souris (Koyama, et al., 2002), ainsi que d'un carcinome de poumon

humain (Lee, H. Z., 2001) et de la prolifération de la lignée cellulaire HL-60 (Chen, Y. C., et

al., 2002b) en induisant l' apoptose de ces cellules indépendamment d'une production de

ERü.

Par ailleurs, l'émodine induit la différenciation de cellules de cancer de sein sur­

exprimant HER-2/neu (Zhang, L., et al., 1995), un proto-oncogène qui code le récepteur

tyrosine kinase p185neu. La sur-expression de cet oncogène est courante dans les cancers de

sein et est associée à un mauvais pronostic. L'émodine est un inhibiteur de tyrosine kinase qui

permet de supprimer les activités auto- et trans-phosphorylante du récepteur. En parallèle, elle

ne permet pas l'inhibition de l'activation de NF-KB dans ces lignées cellulaires (Bhat­

Nakshatri, et al., 2002).

Cependant, l'émodine inhibe fortement l'activation de NF-KB par le TNFa dans une

lignée de cellules endothéliales de veine ombilicale (EC) (Kumar, et al., 1998) ainsi que

l'expression de protéines impliquées dans l'adhésion cellulaire. Cet agent chimiopréventif

serait donc un bon candidat pour combattre l'inflammation. (Figure 16).
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Figure 16: L'émodine.

(A) Structure 1,3,8-trihydroxy-6-méthyl-anthraquinone (B) Origine: Rhamnus f rangula L. (C)

Principales caractéristiques.
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6 - La capsaïcine

La capsaïcine, un dérivé de la vanilline, est extraite des piments et a été utilisée

comme anti-viral et anti-inflammatoire. Elle induit l'apoptose des cellules transformées et

présente les caractéristiques des chimiopréventifs. Elle inhibe l'initiation des tumeurs du

poumon chez la souris induite par le benzo(a)pyrène ou le 9, lO-déméthyI-l, 2­

benzanthracène (Jang, et al., 1989). Néanmoins, Agrawal et al. ont montré que des extraits de

piments peuvent initier la formation de tumeurs stomacales chez la souris BALB/c (Agrawal,

R. C., et al., 1986). Cependant, son effet chimiopréventif est confirmé par le fait que la

capsaïcine inhibe les monooxygénases microsomales qui sont impliquées dans l'activation des

carcinogènes. De plus, elle atténue la capacité mutagène de certaines substances (Surh, Y. J.,

et al., 1995). En fait, la capsaïcine a des effets contradictoires (Surh, Y. J., et al., 1998, Surh,

Y. 1. et Lee, 1995): elle interagit avec les enzymes du métabolisme des xénobiotiques, qui

sont impliquées dans l'activation ainsi que dans la détoxification d'agents carcinogènes. De

plus, le cytochrome P450 2EI peut activer la capsaïcine en un intermédiaire capable de se lier

de façon covalente à certaines enzymes et macromolécules, ce qui peut conduire à une toxicité

menant à la nécrose, la mutagenèse ou la cancérogenèse. D'un autre côté, l'inhibition du

cytochrome P450 par la capsaïcine permet d'éviter son activation ainsi que celle d'autres

xénobiotiques. Park et Surh ont montré que la capsaïcine n'a pas d'effet tumorigène chez la

souris (Park, K. K. et Surh, 1997) et qu'elle peut inhiber la progression de tumeurs du colon

chez le rat tout en activant les OST (Yoshitani, et al., 2001). Cependant Archer et Jones, dans

une étude des populations utilisant de grandes quantités de piments ou de poivre, montrent

une plus grande incidence de cancers gastriques et donc un effet cancérigène de la capsaïcine

et du safrole (Archer and Jones, 2002).

Malgré ces contradictions, la capsaïcine présente une activité anti-inflammatoire. En

effet, la capsaïcine inhibe l'activation de NF-KB et AP-l par le TPA chez la souris et dans les

cellules HL60 (Han, et al., 2002, Han, et al., 2001, Surh, Y. J., et al., 2000) ainsi que dans

certaines lignées cancéreuses humaines (MLla, U937, HeLa) (Singh, et al., 1996). (Figure

17)
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Figure 17: La ca psaïcine.

(A) Structure: 8-méthyl-N-vanillyl-6-nonenamid e (B) Origine : Piments (Capsicum annuum)

(C) Principales caractéristiques.
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7 - La sanguinarine
,

La sanguinarine est une substance naturelle extraite de Sanguinaria canadensis L. Elle

possède des propriétés anti-microbiennes et anti-inflammatoires et est utilisée dans les

dentifrices et solutions anti-plaque pour combattre la formation de la plaque dentaire en

inhibant la capacité d'adhésion des bactéries sans modifier la flore buccale (Cullinan, et al.,

1997, Godowski, 1989).

La sanguinarine inhibe l'induction de NF-KB par différents activateurs tels que le

TNFa, le TPA, l'IL1~ ou l'acide okadaique (Chaturvedi, et al., 1997). Cet effet inhibiteur

serait dû à une fonction thiol très réactive qui agit sur un intermédiaire de la voie de

transduction du signal menant à l'activation de NF-KE.

La sanguinarine peut aussi induire la mort cellulaire dans des cellules leucémiques

exprimant un faible taux de Bcl-2 telles que les K562 (Weerasinghe, et al., 200la,

Weerasinghe, et al., 200lb, 200lc). Cette mort cellulaire est concentration dépendante: une

faible concentration conduit à l'apoptose alors qu'une forte concentration conduit à la

pycnose, une forme de mort cellulaire pour laquelle les cellules présentent des corps

apoptotiques sans dégradation de l'ADN en échelle. Par ailleurs, une sur-expression de Bel-2,

comme dans les cellules lM 1, bloque l'induction de la mort cellulaire par la sanguinarine.

De plus, elle permet l'induction de l' apoptose dans des cellules d'adénocarcinome

humain de prostate PC3 ainsi que dans des cellules non-transformées (Debiton, et al., 2003)

ou dans des cellules d'épiderme, cancéreuses (A43l) ou non (NHEK) (Ahmad, et al., 2000).

Cet effet toxique, indépendant de la transformation cellulaire, limite grandement son

utilisation éventuelle en chimiothérapie. (Figure 18)
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Figure 18: La sanguinarine.

(A) Structure (B) Origine: Sanguinaria canadensis (C) Principales caractéristiques.
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8 - La silymarine
,.

La silymarine est une substance naturelle présente dans les fruits et les graines du

chardon (Silybum marianum L. Gaertn.). Cet extrait est un mélange de différentes substances

actives dont la silybine, l'isosilybine, la sylidianine et la silychristine. Ce mélange est un

agent chimiopréventif montrant des propriétés anti-inflammatoires et anti-oxydantes. Il

apporte une protection du foie en cas de cirrhose, grâce à un effet antioxydant et une

protection des membranes contre la peroxydation (Rui, 1991, Wellington et Jarvis, 2001) et

pourrait avoir un effet sur le métabolisme du cholestérol en inhibant sa synthèse (Skottova et

Krecman, 1998).

Il a été montré que la sylimarine peut bloquer le stress oxydant et la cancérogenèse

induits chez la souris par les UV (Katiyar, 2002) ou le TPA (Lahiri-Chatterjee, et al., 1999),

ainsi que la cancérogenèse induite par l' azoxyméthane dans le colon de rat, tout en accroissant

l'activité des enzymes de détoxification dont la OST (Kohno, et al., 2002). Cette inhibition

pourrait être due à l'inhibition d'une tyrosine kinase: l' epidermal growth factor receptor qui

est impliquée dans la prolifération et la croissance cellulaire (Ahmad, et al., 1998). La

silymarine peut en effet induire l' apoptose et inhiber la croissance cellulaire de cellules

transformées de rat PCA (Tyagi, et al., 2002).

De plus la silybine est un inhibiteur naturel de la OST de rat (Bartholomaeus, et al.,

1994), de la prostaglandine synthétase (Fiebrich et Koch, 1979b) et de la lipoxygénase

(Fiebrich et Koch, 1979a), enzymes impliquées dans la cancérogenèse, suggérant un potentiel

anticancéreux élevé en chimiothérapie. (Figure 19)
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Figure 19: La silymarine,

(A) Structu re de la silybine 2,3 -dihydro-3-[4-hydroxy-3-méthoxyphényl]-2-[hyrdoxy méthyl]-

6-[3,5,7-lrihydroxy-4-oxobenzopyran-2-yl]benzo dioxine (B) Origine: Chardon (Corduus

nu/ans) (C) Principales caract éristiqlies.
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Le but général de notre travail est de mieux comprendre la régulation de

l'expression 'du gène humain codant 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 aux changements

qui interviennent, lors d'un traitement, au niveau des facteurs de transcription, des voies de

transduction du signal, de la transcription et de l'expression de la GSTP 1-1.

Notre hypothèse générale de travail est la suivante:

Dans les différents modèles cellulaires de leucémies humaines, l'expression de la

GSTPl-l est-elle régulable/inductible :

• par la voie de transduction du stress et de la prolifération ?

• par la voie des médiateurs de l'inflammation ?

• par des inhibiteurs de ces voies de transduction du signal ?

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

objectifs spécifiques de répondre aux questions suivantes:

La GSTP1-1 est-elle inductible par l'ester de phorbol TPA, par les métaux lourds

ou par les médicaments anticancéreux?

Nous étudierons dans un premier temps l'effet des agents inducteurs de AP-l tel que l'ester de

phorbol TPA ainsi que des métaux lourds sur l'expression de l' ARN et de la protéine de la

GSTP 1-1 par les techniques de Northern et de Western blot. Nous pourrons ainsi déterminer

si le site TRE présent sur le promoteur minimal du gène de la GSTP1-1 est inductible et quelle

est son importance dans la régulation de l'expression du gène humain comparé au gène de

rongeur.

Afin de compléter cette étude, nous réaliserons en parallèle 1'hybridation de macroarray,

représentant les ARN messagers de différentes lignées cellulaires traitées par des agents

chimiothérapeutiques différents, avec l' ADNc de la GSTP1-1.
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Les voies de transduction du stress, de la prolifération ou de l'inflammation

interviennent-elles dans la régulation de l'expression de la GSTP 1-1

éventuellement par l'intermédiaire de sites régulateurs nouveaux?

Pour la deuxième partie de cette thèse, nous étudierons les voies de transduction du signal

menant potentiellement à l'expression de la GSTP 1-1 en relation avec le stress et

l'inflammation. Les deux voies principales, AP-l qui comprend les kinases ras - raf - ERK ­

MAPK, et NF-KB, qui passe par TNFR1, TRAFF, NIK, IKK et IKB, seront étudiées grâce à

des transfections transitoires ou à l'utilisation d'inhibiteurs spécifiques.

Ensuite, nous déterminerons s'il existe ou non d'autres sites présents sur le promoteur du gène

de la GSTP1-1 qui pourraient potentiellement être impliqués dans sa régulation en utilisant

d'abord un outil informatique, puis, la technique du gel retard pour étudier et caractériser le

ou les site(s) NF-KB présentes) sur le promoteur du gène de la GSTP1-1. Nous utiliserons

pour cela un activateur typique de NF-KB : le TNFa.

Comment inhiber les mécanismes préalablement observés afin d'appliquer les

connaissances acquises en vue d'une diminution potentielle des mécanismes de

chimiorésistance ?

Afin de répondre à ce dernier objectif, nous essayerons d'inhiber l'expression de la GSTP 1-1

grâce à différents agents chimiopréventifs tels que la curcumine, le resvératrol et d'autres

substances naturelles connues pour avoir un effet anti-inflammatoire. A cette fin, nous

utiliserons les techniques de transfection transitoire et de gel retard. Nous utiliserons la

technique du microarray afin de mettre en évidence les variations au niveau du génome entier

suite au traitement par un des agents chimiopréventifs, la curcumine.
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1 - Lignées cellulaires

1.1 - Matérie!

Nous utilisons plusieurs lignées cellulaires différentes provenant de l' American Type

Culture Collection (ATCC, Rockville, MD) (Tableau IV).

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 Lozzio, 1975). Il s'agit de cellules indifférenciées, capables de s'orienter vers l'une

des trois lignées circulantes : érythroïde, granulocytaire 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 aiguë T.

Raji, lignée continue issue de cellules provenant du maxillaire d'un garçon de 11 ans

atteint d'un lymphome de Burkitt. Ces cellules n'expriment pas la GSTP1-1.
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Tableau IV: Lignées cellulaires utilisées pour l'étude de l'expression de la GSTPI-I humaine.

Lignée Type de leucémie Marqueur de Type cellulaire
surface

JURKAT Leucémie à cellules T CD2+, CD3+, CD4+, Cellules souches
aiguë CDS+, CD6+, CD7+, lymphoïdes

CD8-, CD13-, CD19-,
CD34+,
TCRalphalbeta+,
TCRgamma/delta-

K562 Leucémie myéloïde CD3-, CD13+, CD19- Erythroblastes
chronique ,CD34-, CD41(+),

CD42+, CD4S+,
CD71+, GlyA(+)

U937 Lymphome CD3-, CD13(+), Monoblastes
histiocytique CD14-, CDlS+,

CD19-, CD33+,
CD34-, CD68+

RAJI Lymphome de Burkitt CD3-, CD 10+, Cellules préB
CD13(+), CD19+, intermédiaires
CD20+, CD37+,
HLA-DR+,
smIgG(+), cyIgG-,
smIgM(+), cyIgM+,
srnlcykappa-,
srnlcylambda-
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Milieux de culture: RPMI 1640 au rouge de pyrogallol contenant du glutamax (Glutamine

stabilisée) et supplémenté en sérum de veau fœtallO % (v/v) (Biowhittaker)

Antibiotiques' et antimycotique : 1 % (v/v) (Biowhittaker)

1.2 - Méthode

Toutes les cellules sont cultivées dans un milieu liquide RPMI 1640 contenant 2

mg/ml de D-Glucose et du Glutamax, auquel est ajouté extemporanément un mélange

d'antibiotiques (Pénicilline 100 U/ml et Streptomycine 100 }tg/ml) et d'antimycotique

(amphotéricine B, 25 }tg/ml). Les milieux sont supplémentés par du sérum de veau fœtal

(SVP) à 10 %. Les cellules sont incubées dans une étuve thermostatée à 37 "C, saturée en

humidité et équilibrée à 5 % de CO 2• Les cellules sont ensemencées à 200 000 cellules/ml.

Pour le repiquage, tous les deux jours, les cellules non-adhérentes sont centrifugées puis

réensemencées à la concentration initiale.

Avant traitement, les cellules sont cultivées 24 h dans du milieu contenant 0,1 % de

SVP. Puis les cellules sont soumises au traitement.

2 - Northern blot

2.1 - Matériel

- Les ARN totaux sont extraits en utilisant le kit Nucleospin (Macherey-Nagel).

- Toutes les solutions sont préparées avec de l'eau traitée par le DEPC (diéthyl-pyrocarbonate,

ICN, Belgique), puis autoclavées.
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Tampon MOPS 10 X (pH 7)

.. MOPS (acide 4-morpholino propane sulfonique) 0,2 M

Acétate de Sodium, pH 4 50 mM

EDTA (acide éthylènediamine tétracétique) , pH 8 10 mM

Tampon de migration:

Tampon MOPS

Tampon échantillon :

Glycérol

EDTA

Bleu de Bromophénol

SSC 20 X : pH ajusté à 7,0

NaCI

Citrate de Sodium

SDS 10 %

2.1.1 . Hybridation

Tampon Denhart's 50 X:

Ficoll

Polyvinylpyrolidone

Albumine sérique bovine

IX

50%

ImM

0,5 %

3M

0,3M

0,5 gll

0,5 gll

0,5 g/l

Tampon de préhybridation/hybridation pour sonde ADN

Formamide 50 %

SSC 6X

EDTA 5 mM

SDS (dodécyl sulfate de sodium) 0,1 %

A ajouter extemporanément après dénaturation 5 minutes à 100 "C
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ADN de sperme de hareng

ARNt de levure
" Denhart's

200 ,ug/ml (GIBCO-BRL, Belgique)

100 ,ug/ml (GIBCO-BRL, Belgique)

5X

2.1.2 - Préparation des sondes

Fragment d'ADN génomique codant pour la GSTP1-1 humaine de 0,72 kb (American Type

Culture Collection, Rockville, MD).

RediprimeTM II (AP Biotech) : ce kit de marquage requiert l'utilisation de [l2p]-dCTP.

rl2p]-dCTP (l0 ,uCi/,ul) activité spécifique: 3000 Ci/mmol (AP Biotech).

QIAquick Nucleotides Removal Kit (Qiagen).

2.2 - Méthode

2.2.1 - Préparation du gel

Agarose

Tampon MOPS

Formaldéhyde

Bromure d'éthidium

l % dans de l'eau DEPC

IX

2%

7,ug/ml

2.2.2 - Traitement des échantillons

2,uI

10 ,uI

3,5,uI

qsp 20 ,uI

Formamide

Formaldéhyde

H20

La concentration en ARN des échantillons est mesurée au spectrophotomètre à 260 nm (une

unité d'absorbance correspond à 40 ,ug/ml d'ARN).

10 ,ug d' ARN totaux sont additionnés de :

MOPS 10 X
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Le mélange est incubé à 65 oc pendant 15 minutes, puis additionné de 2 }lI de tampon

échantillon. 22 }lI sont déposés dans chaque puits.

La migration des ARN dans le gel d'agarose 1 % se fait à 10 V/cm pendant 6 h ou pendant

une nuit à 4 V/cm.

2.2.3 - Transfert des ARN

Après électrophorèse, les ARN sont transférés sur une membrane de nylon Hybond-XL

(Amersham,) grâce à un "vacuum-blotter" pendant 1 h à 50 mbar.

La membrane est alors rincée deux fois dans du SSC 2 X, puis séchée au four pendant 2 h à

SO°C.

2.2.4 - Hybridation

La membrane est mise à préhybrider avec la ml de tampon de préhybridation pour

100 cm" à 42 "C, sous agitation pendant 2 à 4 h dans un four à hybrider (Appligène,

Strasbourg). La solution de préhybridation est ensuite remplacée par la ml de tampon de

préhybridation contenant 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 2 X, SDS 0,5 %, sous agitation.

3 fois 5 min. à température ambiante avec SSC 2 X, SDS 0,1 % sous agitation.

3 fois 30 min à 65 -c avec SSC 1 X, SDS 0,1 %, sous agitation.

Après les lavages, la membrane est mise en contact avec un film d'autoradiographie

(Kodak, Sigma, Belgique) en présence d'écrans intensifiants ou visualisée grâce à un

"Phosphorlmager" .

-76-



2.2.5 - Préparation des sondes

Le kit de marquage RediPrime (Amersham) utilisé permet un marquage rapide des

sondes d'ADN par la méthode du "random priming". Il contient à l'état lyophilisé le fragment

de Klenow de l'ADN polymérase I, les déoxyribonucléotides sauf le dCTP et les amorces

composées d'octamères qui vont s'apparier de façon aléatoire au fragment d'ADNc de la

sonde.

25 ng d'ADNc, dans un volume de 45]l1 de tampon TE, sont dénaturés par chauffage

à 100 "C, puis refroidis dans la glace. Le kit est reconstitué avec l'ADN dénaturé et 5 ]lI de

[y32p]dCTP à 3000 Ci/mmol (10 ]lCi/]lI). Le marquage de la sonde se fait pendant une heure

au bain-marie à 37°C. 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.

2.2.6 - Hybridation de macroarrays

Les macroarrays (Cancer Cell Line Profiling Array, BD Clontech) utilisées sont des

membranes de nylon sur lesquelles sont fixés des ADNc amplifiés grâce à la technologie BD

SMARTTM à partir des ARNm de tissus. Ces ADNc représentent la totalité des ARNm

exprimés dans les tissus utilisés et conserve l'abondance relative de l'ARNm original.

Elles sont hybridés selon la même technique que les northerns blot. Les membranes

sont préincubées 30 min à 68 "C avec une solution d'hybridation ExpresslIyb" Hybridization

Solution (BD Clontech) additionée d'ADN de sperme de hareng. La sonde GSTPl-l est

marquée comme indiqué précédemment et incubée avec la membrane dans un four à

hybridation à 68 "C pendant la nuit dans la même solution d'hybridation. Les membranes sont

alors lavées 4 fois dans une solution de SSC 2X, SDS 0,5 % à 68 "C pendant 30 min et une

fois dans une solution de SSC 0,2X, SDS 0,5 % à 68 "C pendant 30 min. Un lavage final de 5

min à température ambiante dans du SSC 2X est réalisé avant d'exposer la membrane sur un

-77-



Phosphrolmager. Les membranes sont déshybridées aussitôt après la révélation dans du SDS

0,5 % bouillant pendant 5 à 10 min et sont conservées à -20 "C dans un film plastique.

"

3 - Stabilité des ARN.

L'actinomycine 0 est un inhibiteur de l'ARN polymérase qui permet de bloquer la

transcription et d'observer ainsi la dégradation des ARNm et d'en déterminer la stabilité.

Les cellules sont traitées avec 5 ,ug/ml d'actinomycine D pendant des temps différents.

Les ARNm extraits sont alors étudiés en Northern blots. La demi-vie est donnée par le temps

de traitement à l'actinomycine nécessaire pour que 50 % des ARNm soient dégradés, par

rapport à un témoin de cellules non traitées.
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4.1 - Matériel

4 - Western blot

Tampon de lyse des cellules

Tampon MPer (Pierce, USA) additionné d'anti-protéases (Mini Complete, EDTA free,

Roche, Allemagne).

PBS-T qsp 1000 ml :

PBS 10 X

Tween 20

Tampon d'électrophorèse 10 X qsp 1000 ml

Tris

Glycine

SDS

Tampon de transfert 1 X qsp 1000 ml

Tris

Glycine

Méthanol

100 ml

1 ml

30 g

144 g

lOg

3g

14,4 g

50 ml

Tampon échantillon dénaturant 2 X (conservé en aliquotes à -20 OC)

Tris-Hel, pH 6,8 0,125 M

Glycérol 20 % (p/v)

SDS 4 % (p/v)

Bleu de Bromophénol 0,005 % (p/v)

2-Mercaptoéthanol 5 % (p/v)

Gel de polyacrylamide de concentration à 4 %

Polyacrylamide (mono/bis 37,5 :1) 4 %
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Tris-Hel 0,5 M, pH 6,8

SDS

,. Persulfate d'ammonium

TEMED

Gel de polyacrylamide de séparation à 12 %

Polyacrylamide (monolbis 37,5 :1)

Tris-Hel 1,5 M, pH 8,8

SDS

Persulfate d'ammonium

TEMED

0,125 M

0,1 %

0,1 %

0,05 %

12 %

0,375 M

0,1 %

0,1 %

0,05 %

Kit de détection pour Western blot ECL+ (Amersham-Pharmacia, Pays-Bas).

Membrane de PVDF (Arnersham-Pharmacia, Pays-Bas).

Lait écrémé en poudre Gloria.

Tableau V: Dilutions des anticorps utilisés

Anticorps primaire Anticorps secondaire (Santa Cruz
Technology)

Anticorps anti-GSTPl-l (Transduction Anticorps de chèvre anti-souris conjugué à la
laboratories, USA) polyclonal de souris, dilué peroxydase de raifort, dilué au 1:5000 dans
aul:20 000 dans du PBS-T du PBS-T
Anticorps anti-procaspase 8 (PharMingen) Anticorps d'âne anti-Iapin conjugué à la
polyclonal de lapin, dilué au 1:500 avec 5% de peroxydase de raifort, dilué au 1:20 000 avec
lait écrémé dans du PBS-T 5% de lait écrémé dans du PBS-T
Anticorps anti-procaspase 9 (PharMingen) Anticorps d'âne anti-lapin conjugué à la
polyclonal de lapin, dilué au 1:1000 avec 5% peroxydase de raifort, dilué au 1:20000 avec
de lait écrémé dans du PBS-T 5% de lait écrémé dans du PBS-T
Anticorps anti-BID (Cell Signaling Anticorps d'âne anti-lapin conjugué à la
Technology) polyclonal de lapin, dilué peroxydase de raifort, dilué au 1:20 000 avec
aul:1000 avec 5% de lait écrémé dans du PBS- 5% de lait écrémé dans du PBS-T
T
Anticorps anti-PARP (PharMingen) Anticorps de chèvre anti-souris conjugué à la
monoclonal de souris, dilué au 1:2000 avec 5% peroxydase de raifort, dilué au 1:5000 avec
de lait écrémé dans du PBS-T 5% de lait écrémé dans du PBS-T
Anticorps anti-B actine (Sigma) monoclonal de Anticorps de chèvre anti-souris conjugué à la
souris, dilué au 1:5000 avec 5% de lait écrémé peroxydase de raifort, dilué au 1:10 000 avec
dans du PBS-T 5% de lait écrémé dans du PBS-T
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4.2 - Méthode

Cette technique combine l'électrophorèse sur gel à une technique de détection

immunochimique des protéines.

106 cellules sont lysées directement dans du tampon de lyse des cellules (1 ml pour

100 mg de cellules) ou dans du tampon SDS 0,1 % (pour les Western blot PARP). Après 10

minutes à température ambiante, le lysat est centrifugé 15 minutes à 27000 g à 4°C. La

concentration protéique des échantillons est déterminée par dosage colorimétrique selon la

méthode de Bradford, (1976). 5 }tg de protéines totales sont additionnés du même volume de

tampon échantillon dénaturant 2 X, puis portés à 100 "C au bain-marie pendant 5 minutes.

Les échantillons sont déposés puis mis à migrer à 70 V. Lorsque les échantillons passent dans

le gel de séparation, la migration se fait à 100 V. Les protéines sont alors transférées pendant

1 heure sur une membrane de PVDP dans le tampon de transfert 1 X, à 100 mA, à 4 oc. Le

blocage de la membrane est effectué dans un tampon PBS-T additionné de 5 % de lait écrémé

sous agitation pendant 1 h à température ambiante. La membrane est ensuite incubée pendant

1 h à température ambiante avec l'anticorps primaire. La membrane est alors lavée dans du

PBS-T, 3 fois cinq minutes puis 2 fois 10 minutes. La membrane est incubée pendant 1 h à

température ambiante avec un anticorps secondaire, couplé à la peroxydase de raifort. Après

lavage, on visualise la position de la protéine d'intérêt par le réactif chemiluminescent ECL+

et par exposition sur un film Kodak X-Omat.
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5.1 - Matériel

5 - Cytotoxicité

Kit CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay, (Promega) contenant:

Substrat: diaphorase lyophilisée, lactate, NAD+

Tampon: sels de tétrazolium tamponné au Tris (INT), Triton X-100

Solution de lyse 10 X

Solution stop

5.2 - Méthode

Cette méthode de mesure de la cytotoxicité d'un produit est basée sur le fait que les

cellules libèrent de la LDH (lactate déshydrogénase) lors de la lyse cellulaire. Il suffit de

mesurer l'activité LDH pour connaître la quantité de cellules lysées et donc l'effet cytotoxique

d'un produit.

L'ajout de 50 fll de substrat (lactate, NAD+ et diaphorase) à 50 ftl de surnageant de cellules,

traitées par le produit étudié, et l'incubation 30 minutes à température ambiante à l'abri de la

lumière permettent les réactions:

LDH

NAD+ + lactate - pyruvate + NADH

diaphorase

NADH + INT - NAD+ + Formazan (rouge)

La réaction est arrêtée par ajout de 50 ftl de solution stop. L'intensité de la couleur rouge est

mesurée à 490 nm.

Un témoin de lyse maximum est nécessaire pour les calculs de pourcentage de cytotoxicité.

Pour cela 100 ftl de cellules sont lysées par 10 ftl de tampon de lyse pendant 45 minutes à 37

°C,5 % de CÛ 2• L'activité de LDH est alors mesurée de la même manière que précédemment.
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Toutes les cellules sont alors lysées et la quantité de LDH mesurée est maximale et

correspond à 100 %.

Le pourcentage de cytotoxicité est calculé par la formule: (mesure de LDH libérée / mesure

de LDH totale) x 100

6 - Transfection des cellules

6.1 - 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.

pCRII Topo (InVitrogen, Pays-Bas): ce plasmide sert pour le sous-clonage du produit de la

PCR permettant d'obtenir le promoteur GSTP1 à partir d'ADN génomique humain.

pGL3-Enhancer (Promega, Pays-Bas): ce plasmide sert de base pour la construction du

vecteur d'expression pGSTl128 qui contient le promoteur du gène GSTP1 humain.

PhRG-TK vector (Promega, Pays-Bas): ce plasmide exprime la luciférase Renilla servant de

contrôle de transfection.

pNF-KB-hrGFP (Stratagene): plasmide contenant 5 répétitions d'un site NF-KB consensus.

PAP-l-hrGFP (Stratagene) plasmide contenant 5 répétitions d'un site AP-l consensus

Plasmides d'expression (Manna, et al., 2000):

-TNFR 1 : plasmide exprimant le récepteur au TNFa.

-Traf2 : plasmide exprimant la protéine Traf 2 (TNFR 1 associated protein).

-NIK : plasmide exprimant la protéine NIK (NF-kB inducing kinase).

-p65 : plasmide exprimant la sous-unité protéique p65.

-IKK~ : plasmide exprimant la protéine IKKbeta (IkB kinase).

-IkBa DN :plasmide exprimant une protéine mutée IKBa.

Plasmides d'expression (Weg-Remers et al., 2001):

-Ras: plasmide exprimant la protéine Ras.

-RhoA: plasmide exprimant la protéine RhoA.
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-Raf: plasmide exprimant la protéine Raf.

-MEKl: plasmide exprimant la protéine MEKl.

-MEKKl: plâsmide exprimant la protéine MEKKI.

-ERKIDN: plasmide exprimant la protéine mutée ERKl.

Primers GSTI A-C et GST2 (Eurogentec, Belgique): ils servent à amplifier le promoteur de

GSTP1 à partir d'ADN génomique humain

GSTIA: 5'-AAAAAGGATCCGGACCCTCCAGAAGAGCGG-3', région -97 à -79

GSTIB : 5'-GGTACCTITCCTITCCTCTAAGCG-3', région -405 to -388

GSTIC : 5'-GGTACCTCAACAGAAAGTAGGCAGCA-3', région -1184 à -1165

GST2: 5'-AAGCTTCGTACTCACTGGTGGCGAAG-3', région +21 à +39

(numérotation par rapport au site de début de transcription).

Dual-Glo ™ Luciferase Assay system: Kit de détection de la lumière émise par les plasmides

Luciférase et renilla luciférase.
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6.2 - Méthode

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.

ADN génomique

J PCR

Produits de PCR : -97, -396, -1175

Plasmides:

J Clonage dans pCRII Topo

pCRII-97 pCRII-396 pCRII-1175

Fragments d'ADN: -97, -396, -1175

Ligation

Digestion par Kpnl et HindIlI
Purification des fragments

pGL3Controi

Digestion par Kpnl et HindIlI
Déphosphorylation par ClAP
Purification

Plasmides rapporteurs pGST-97 pGST-396 pGST-1175

Figure 20: Représentation schématique des différentes étapes de construction des plasmides

d'exp,-ession transfectés
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NF- KB distal NF-KB-like AP-I
SpI

SpI

----_ ,- - -

-1175 -323 -63 -48
-56

----_ _--

p-97

p-396

p-1175

-----DDOO-D-

p-GSTNF-KB

p-CKB

p-GST-Mut­
NF-KB

Figure 21: Représentation schématique des plasmides utilisés.

A) Promoteur du gène de la GSTP1-1 humaine. B) Constructions utilisées en transfection: p­

97, p-396, p-1175: constructions du promoteur de la GSTP1-1, numérotation à partir du site

d'initiation de la transcription. p-GSTNF-KB: 5 répétitions du site NF-KB distal, p-CKB: 5

répétitions du site NF-KB consensus.
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6.2.1 - Construction des vecteurs d'expression

De l'ADN génomique humain a été extrait de cellules sanguines circulantes 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 le tampon de lyse du

fabricant qui conserve 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.

(Morrow, et al., 1990). La PCR a été réalisée sous un volume de 25 ,ul selon le schéma

suivant: 95°C pendant 5 min, puis 30 cycles avec dénaturation à 95°C pendant 1 min,

hybridation 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 pCRII-Topo appelé pCRII-GST-n, puis

excisés par digestion enzymatique par KpnI et HindIlI pour être clonés dans le plasmide

pGL3-Enhancer déphosphorylé et linéarisé par HindIII et KpnI. Les constructions finales sont

appelées pGST-97, pGST-396 et pGST-1175 (Figure 9).

Les mutagenèses ont été réalisées par PCR grâce au kit GeneTaylor (Invitrogen), selon les

instructions du fabricant. Le taux de G-C du promoteur étant élevé, nous avons ajouté le

PCRx Enhancer System (Invitrogen) dans la solution réactionnelle permettant l'amplification.

Les séquences des amorces sont: sens, 5'-ATCGCAGCGGTCTTACCCCGCGATGT-3';

antisens, 5'-TAAGACCGCTGCGATCCCGGAGCTT-3'. La synthèse des amorces et le

séquençage des plasmides mutés a été réalisé par Eurogentec.

6.2.2 - 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
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dans le cytoplasme. Les conditions de transfection (temps, voltage, capacité) pour chaque type

cellulaire ont été définies dans des travaux antérieurs (Diederich, et al., 1995, Diederich, et

al., 1994). tes transfections des cellules ont été réalisées grâce au BioRad Gene Pulser

(Biorad Laboratories, Nazareth, Belgium).

Pour chaque expérience, 3,75 x 106 cellules de la lignée K562 à une concentration de

1,5 x 107 cellules/ml sont électroporées avec 5 ug de plasmide luciférase et de 5 JAg de

plasmide Renilla dans les conditions suivantes: 625 V/cm, 500 JAF et 20 msec dans un

volume final de 250 JAl qui sont ajoutés aux cellules dans la cuvette d'électroporation. Pour les

co-transfections, 5 JAg de plasmide d'expression sont ajoutés avant l'électroporation. Les

cellules sont ensuite transférées dans du milieu complémenté en SVF (10 %). Après 18-24h

de culture, 0,75 x 105 cellules sont resuspendues à 1 x 105 cellules/ml dans du milieu avec 10

% de SVF dans des puits de plaques de microtitration. Après les traitements, 75 JAl de Dual­

Glo ™ Luciferase Reagent sont ajoutés à chaque puits et après 10 min de temps d'incubation

à 22 "C, l'activité luciférase est mesurée. 75 JAl de Dual-Glo ™ Stop & Glo® Reagent sont

ensuite ajoutés et après 10 min de temps d'incubation à 22 "C, l'activité Renilla est mesurée.

Les émissions de lumière résultant de l'activité luciférase et Renilla sont mesurées dans un

luminomètre Berthold par intégration du pic d'émission de lumière en 10 s.

Tous les résultats sont exprimés en unités de lumière arbitraire correspondant au

rapport de l'activité luciférase / l'activité Renilla. Chaque résultat représente la moyenne ±

écart-type de trois expériences indépendantes de transfection. Les essais sont répétés huit fois.
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7 - Retard de migration sur gel
r

7.1 - Matériel

Tous les produits chimiques proviennent de la firme ICN (Belgique), sauf indication

complémentaire. Les inhibiteurs de protéases proviennent de la société Roche (Allemagne).

7.1.1 - Extraction des facteurs nucléaires

Tampon A (à préparer extemporanément à 4°C)

Hepes pH 7,9 10 mM

KCI 10 mM

EDTA (acide éthylènediamine tétracétique) 0,1 mM

EGTA (acide éthylèneglycol tétracétique) 0,1 mM

OTT (Dithiotréitol) 1 mM

PMSF (Phényl méthyl sulfonyl fluoride) 0,5 mM

Aprotinine 2 fig/ml

Leupeptine 30 fig/ml

Pepstatine 15 fig/ml

O-phénanthroline 1 mM

H20 mQ qsp 10 ml

Tampon C (à préparer extemporanément à 4°C)

Hepes pH 7,9

NaCI

EDTA

EGTA

DTT

Glycérol

PMSF

Aprotinine

Leupeptine

O-phénanthroline

Pepstatine
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20 mM

OAM

ImM

ImM

ImM

20% (v/v)

ImM

2 fig/ml

30 fig/ml

ImM

15 fig/ml



7.1.2 - Marqual:e des sondes

Solution d'hybridation 5X

Tris pH 8

MgClz

DIT

EDTA

HzOmQ

qsp 10 ml

330 mM

65 mM

33 mM

6,5 mM

qsp 1 ml

Marquage par la Polynucléotide Kinase (Roche, Allemagne)

[a3zP]_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.

7.1.3 - Retard de mil:ration sur I:el

Solution d'inhibiteurs de protéases (Roche, Allemagne)

DIT

PMSF

Aprotinine

o-phénanthroline

H20mQ

Des aliquotes sont conservées à -20°C

Solution de liaison pH final 8,0

Tris-HCl pH 8,5

NaCI

EDTA pH 8,0

Glycérol

DIT

Gel de polyacrylamide 5%

Polyacrylamide 30% (29 :1)

TBE lOX
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0,5 mM

0,5 mM

1 ]tg/ml

ImM

qsp 20 ml

50 mM

250 mM

2,5 mM

20%

2,5 mM

5%

0,5 X



Persulfate d'ammonium (PAS)10%

TEMED

7.2 - Méthode

7.2.1 - Extraction des facteurs nucléaires

0,2%

0,1 %

L'extraction se fait selon la méthode décrite par Schreiber et al. (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. 10 x 106 cellules sont centrifugées puis lavées avec du PBS IX; le culot est

repris doucement par 400 !-lI de tampon A et incubé dans la glace pendant 15 min. On ajoute

ensuite 25 ul d'Igepal 10% et le mélange est vortexé 10 s, puis centrifugé 1 min à 10 OOOg à

4"C pour sédimenter les noyaux. Le culot est repris par 50 ul de tampon C et la suspension est

agitée 15 min à 4°C, puis centrifugée 5 min à 10 OOOg à 4°C. Le surnageant qui contient les

extraits nucléaires est aliquoté en chambre froide et stocké à -80°C. Les protéines contenues

dans l'extrait sont mesurées selon la méthode de Bradford (Bradford, 1976), en utilisant la

BSA comme protéine étalon.

7.2.2 - Marqual:e des sondes

Les oligonucléotides utilisés pour les expériences de retard de migration sur gel avec

la GSTP1-1 ont été décrits par Moffat et al. (Moffat, et al., 1996a). Ils couvrent la région

promotrice du gène GSTPl. 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 VI.
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Tableau VI: Séquence des oligonucléotides utilisés pour les expériences de retard sur gel.

Nom des OligonucIéotides Séquences Positions Taille
dans le (pb)

gène
GSTPl

S

GCCGTGACTCAGCACTGGGG
Prom-73 AS -73 à-54 20

CCCCAGTGCTGAGTCACGGC

S
TRE gène humain de la CGCTTGATGACTCAGCCGGAA
collagénase AS 21

TTCCGGCTGAGTCATCAAGCG

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

4"C jusqu'à la précipitation des oligonucléotides

Pour précipiter les sondes, 3 volumes d'éthanol 100 % et 0,1 volume d'acétate de sodium 3 M

sont ajoutés et le mélange est incubé à -20°C pendant au moins 1h. Les sondes sont ensuite

centrifugées à 10000g 5 min à 4°C. Le culot est lavé par 300 fll d'éthanol à 75 % et centrifugé

5 min à, 4°C. Le culot est séché au "speedvac" puis repris avec 15 fll d'eau milliQ.

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 Polynucléotide Kinase.

400 ng (2fll) de l'oligonucléotide double-brin sont mélangés à

2 ul de tampon kinase IOX

1 [lI de Polynucléotide Kinase

2 [lI de y 32p_ATP (7000 Ci/mmol)

H20 qsp 20 ul
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Ce mélange est incubé 30 min à 3rc. L'ADN marqué est purifié sur colonne de silice

Qiagen.

"

7.2.3 - Retard de mi~ration sur ~el

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 de

polyacrylamide en fonction de leur poids moléculaire.

Environ 2 f-ll de sonde sont incubés avec:

4 ul de solution de liaison

2,5 f-ll de poly[d(I-C)] à 2 ug/ml

5 ug d'extrait nucléaire

solution aqueuse anti-protéase qsp 20 ul

Le poly[d(I-C)] permet d'éviter la formation de complexes non spécifiques.

L'incubation se fait pendant 30 min à 4°C. On ajoute 6 f-ll de tampon de dépôt avant la

migration en gel de polyacrylamide dans du TBE 0,5X pendant 2h à 16mA/gel. Le gel est

alors fixé dans un mélange acide acétique 1O%/méthanol 20% et séché à chaud par aspiration

sous vide. La révélation se fait par autoradiographie.

Supershift

Les anticorps sont utilisés à une concentration de 200 ug d'IgG/O,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

ug) sont préincubés avec 2 ug d'anticorps pendant 30 min à 4°C 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 6 ul de

tampon échantillon termine la réaction et les échantillons sont déposés sur le gel de

polyacrylamide. Les conditions de migration sont les mêmes que précédemment.
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Tableau VII: Anticorps utilisés en supershifts (Santa Cruz Biotechnology)

Anticorps Spécificité

p-c-Jun (sc-S22) 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

Jun B (sc-SOS1) anticorps monoclonal de souris dirigé contre le domaine carboxy-terminal de la

protéine JunB de souris.

Jun D (sc-74) anticorps polyclonal de lapin dirigé contre le domaine carboxy-terminal de la protéine

JunD.

e-Fos (sc-S047) anticorps monoclonal de souris dirigé contre les acides aminés 210 à 335 de la protéine

recombinante c-Fos humaine.

Fra-I (sc-60S) anticorps polyclonal de lapin dirigé contre le domaine arnino-terminal de la protéine

Fra-l de rat.

Fra-2 (sc-l7I) anticorps polyclonal de lapin dirigé contre le domaine carboxy-terrninal de la protéine

Fra-2 humaine

Fos B (sc-SOI3) anticorps monoclonal de souris dirigé contre les acides aminés 75 à 150 de la protéine

FosB d'origine humaine.

Nrfl (sc-ni) anticorps polyclonal de lapin dirigé contre un domaine carboxy-terminal de la protéine

Nrfl humaine.

Nrf2 (sc-n2) anticorps polyclonal de lapin dirigé contre un domaine carboxy-terminal de la protéine

Nrf2 humaine.

NF·E2 (sc-291) anticorps polyclonal de lapin dirigé contre un domaine carboxy-terminal de la protéine

NF-E2 p45 de souris.

NF-E2 pI8 (scA77) anticorps polyclonal de lapin dirigé contre un domaine carboxy-terminal de la protéine

NF-E2 pIS de souris.

pSO (sc-717S) anticorps polyclonal de lapin dirigé contre les acides aminés 120 à 239 de la protéine

NF-KB p50 humaine.

pS2 (sc-29S) anticorps polyclonal de lapin dirigé contre un épitope conservé de la protéine NF-KB

p52 humaine.

p6S (se-I 09) anticorps polyclonal de lapin dirigé contre un domaine amino-terminal de la protéine

NF-KB p65.

RelB (sc-226) anticorps polyclonal de lapin dirigé contre un domaine carboxy-terrninal de la protéine

NF-KB ReIB.

e-Rel (sc-70) anticorps polyclonal de lapin dirigé contre un domaine amine-terminal de la protéine

NF-KB coRel.

BeI-3 (sc-IS5) anticorps polyclonal de lapin dirigé contre un domaine carboxy-terrninal de la protéine

Bcl-3.
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8 - Microarray

8.1 - Matériel

L'hybridation des microarrays a été réalisée au service des microarrays de l'université de

Cincinnati, USA et les protocoles sont repris sur le site internet http://microarray.uc.edu.

Agilent 2100 Bioanalyser utilisant la technique du LabChip ® à ARN

Microarrayer Omnigrid ™

Scanner de microarrays GenPix® 4000B

8.2 - lVIéthode

La technique des microarrays consiste à fixer des ADNc ou des oligonuc1éotides sur

une lame de verre grâce à un microarrayer, afin de les hybrider avec des échantillons marqués

à la fluorescence.

8.2.1 - Préparation des microarrays

22 000 ADNc pro venants de gènes humains sont fixés sur des lames de verres par le

microarrayer Omnigrid TM. Parmi ces 22 000 gènes certains sont dupliqués pour servir de

témoins:

~-actine: 16 fois

N-myc humain: 3 fois

Echantillon inconnu: 4 fois

Transcription factor 3: 12 fois

Protéine ribosomale S9: 16 fois

Cytochrome c-l: 15 fois

Facteur d'initiation de la traduction 4A, isoforme 2: 12 fois

Glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase: 17 fois
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Histone H2B: Il fois

Protéine de choc thermique 70 kD, lA: 17 fois

Lactate déshydrogénase A: 17 fois

a tubuline: 17 fois

Nucléoporine 62kD: 17 fois

Protéine ribosomale L5: 12 fois

8.2.2 - Préparation des échantillons

Les ARN totaux sont extraits des cellules traitées grâce à des colonnes Nucleospin

(Macherey-Nagel) ou par la méthode au Trizol. Leur qualité est vérifiée par la technique du

Labchip® grâce au Bioanalyzer de Agilent qui permet aussi de mesurer leur concentration. 20

ùg d'ARN à 2 ftglJtl sont ensuite soumis à une transcription inverse pendant 1 h à 50 "C avec:

5X RT Buffer 6.0 jLl

sax dNTP Stock Solution 0.6 Jtl

DTT O.IM 3.0 Jtl

Superscript III RT (Invitrogen; Cat#lS0S0-044) 200UI ftl 1.5 ftl

RNAsin (Fisher; Cat#FP222l) 40UI ftl 0.5 ftl

TOTAL

Les ARN sont ensuite hydrolysés par 15 ftl de NaOH 0,1 N pendant 10 min à 70 oc. après

refroidissement à température ambiante, la réaction est neutralisée par 15 ftl de HCL O,lN.

Les ADNe sont alors précipités avec 6ftl d'acétate de sodium 3M pH 5.2, 150 ftl d'éthanol

absolu pendant la nuit à -20 oc. Les échantillons sont alors centrifugés pendant 15 min à 13

000 rpm à 4 oc. Les culots obtenus sont lavés par 750 ftl d'éthanol à sa % et centrifugés à

nouveau pendant 10 min à 13 000 rpm à 4 oc. Après avoir été séchés, les échantillons sont

marqués par ajout de 5 ftl de tampon de couplage (biarbonate de sodium 0.1 M pH 9.0) et 5ftl

d'eau. Après agitation, les échantillons sont incubés 10 min à 42 "C, 2 ftl de colorants

fluorescent Cy3 ou CyS (Arnersham; Cat#RPN5661) sont ajoutés à la réaction qui est incubée

1 h à température à l'abri de la lumière, et est agitée toutes les 15 min.

La réaction est stoppée par addition de 4,5 ftl d'hydroxylamine 4 M et incubation 15 min à

température ambiante à l'abri de la lumière. Les échantillons qui seront hybridés sur la même
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microarray sont combinés, purifiés par le kit Qia-Quick PCR purification (Qiagen) et séchés.

,.

8.2.3 - Préhybridation

Les lames à hybrider sont placées dans un bac à hybridation et recouvertes de tampon

de préhybridation (SSC 5X, SOS 0.1 %, BSA 1%) à 48 "C pour 45 à 60 min. Les lames sont

ensuite lavées par une dizaine d'immersions dans 2 bacs d'eau distillée. L'eau est ensuite

égoutée et les lames sont immergées une dizaine de fois dans un bac d'isopropanol. Elles sont

ensuite séchées et utilisées immédiatement.

8.2.4 - Hybridation

Les échantillons marqués sont repris dans 9 ]lI d'eau et chauffés à 95 "C pendant 3 min

pour les dénaturer. Ils sont ensuite centrifugés à 13000 g pendant 1 min. Pour bloquer une

hybridation non-spécifique, 8 ]lI d'ADN de COTI (lmg/ml) (Roche Diagnostics; Cat#

1581074),2]l1 d'ADN Poly(A) (10 mg/ml) (Sigma; Cat# P 9403) et 2]l1 d'ARNt de levure (4

mg/ml) (Sigma; Cat# R 8759) sont ajoutés aux échantillons. 21 ]lI de tampon d'hybridation

(formamide 50%, SSC lOX, SDS 0.2%) préchauffé à 48 "C sont ensuite additionnés. Ce

mélange est appliqué sur les lames qui sont alors recouvertes d'une lamelle et placées dans

une chambre d'hybridation dont les réservoirs sont remplis de l2]l1 d'eau. Les lames sont

incubées dans un bain marie à 48 "C pendant 40 à 60 h.

8.2.5 - Lavages

Les lames sont lavées dans un bac contenant SSC IX, SDS 0.2% à 48 oc. La lamelle

est délicatement retirée et la solution est agitée pendant 4 min. Les lames sont ensuite

transférées dans un bac contenant SSC O.lX, SDS 0.2% et incubées pendant 4 min à

température ambiante. Enfin les lames sont lavées 2 fois 4 min à température ambiante dans

du SSC 0,1X et sont ensuite séchées.

8.2.6 - Lecture

Les lames hybridées sont scannées par le GenPix® 4000B et analysées. Les résultats

ainsi obtenus sont alors analysés par le statisticien grâce à un logiciel prévu à cet effet.
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9 - Statistiques

Une analyse statistique des résultats est effectuée selon le test t de Student en situation

bilatérale avec un risque de 1ère espèce consenti de 10 %. Ce test permet de comparer la

moyenne de chaque traitement avec la moyenne du contrôle.
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Partie 1 : Voie de transduction du signal du
"

stress et de la prolifération

La GSTPl-l a été associée à la cancérogenèse et à la résistance aux anti-cancéreux. En

effet elle est surexprimée dans la plupart des cellules cancéreuses et elle participe à la

détoxification des cellules en conjuguant les composés électrophiles au GSH leur permettant

d'être expulsés de la cellule. Cette enzyme est donc une bonne cible pour une thérapie anti­

cancéreuse. L'étude des régulations de son expression est donc une base essentielle pour

pouvoir mener au mieux une stratégie anti-cancéreuse.

Dans une étude précédente de la régulation de la GSTP1-1, notre équipe a montré que

le site TRE situé sur le promoteur du gène de la GSTP1-1 est essentiel à l'expression de cette

protéine. Pour confirmer le rôle de ce site in vivo, nous avons utilisé un activateur typique des

facteurs de transcription de la famille AP-l : le TPA.

Nous avons aussi testé des métaux lourds, qui sont des inducteurs typiques de AP-l.

De plus Tully et al. montrent que les métaux tels que arsenic, plomb et cadmium induisent

l'expression de la GSTYa de rat (Tableau VIII) (Tully, et al., 2000).

Tableau VIII: Activations de promoteurs par différents métaux lourds. Selon Tully et al. 2000

Métaux Concentration Induction des promoteurs
Arsenic (As(V» 50 - 250]lM HMTIIA, GST v., HSP 70, Fos, XRE,

NFkB-RE, GADD 153, p53 - RE, CRE
Plomb (Pb(I1» 12 - 100]lM HMTIIA, CST \:1, XRE, GRP 78, Cyp

lAI
Cadmium (Cd(I1» 1,25 - 15 ]lM HMTIIA, XRE, Cyp lAI, CST '(a, HSP

70, NFkB-RE, Fos
Chrome (Cr(III» 750 ]lM CRE, Fos, GADD 153, XRE
Chrome (Cr(VI) 5 - lO]lM Fos, p53-RE, NFkB-RE, XRE, GADD 45,

HSP 70, CRE
Mélange Respectivement: HMTIIA, pas de synergie des métaux
Cd(II), Cr(lII), 7,5 - 750 - 100 ]lM
Pb(I1)
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1 - Etude-de l'effet du TPA sur l'expression de la GSTPl-l

1.1 - Etude de la cytotoxicité du TPA

Pour éviter que la cytotoxicité d'un produit utilisé pour traiter les différentes lignées

cellulaires ne vienne fausser les résultats, nous avons étudié l'effet des traitements sur les

cellules. Afin d'obtenir ces résultats, les cellules leucémiques ont été traitées par le TPA

pendant 24 h. Puis le taux de LDH libéré par les cellules mortes a été mesuré dans le milieu.

Les résultats sont exprimés en fonction d'un témoin dans lequel les cellules sont lysées et qui

correspond à 100 % de mort cellulaire.

Cette étude nous montre que le passage des cellules d'un milieu à 10 % de SVF à un

milieu avec 0,1 % de SVF a déjà un effet cytotoxique. Les cellules de la lignée U937 sont

celles qui résistent le moins avec 55,1 % de mort cellulaire alors que les lignées Jurkat, Raji et

K562 se situent à 37,8, 32,3 et 26,9, respectivement (figure 22). L'ajout de 100 nM de TPA

après 24 h sans SVF ne change pas l'état des cellules des lignées K562 et Jurkat. Par contre,

les cellules des lignées U937 et Raji présentent une augmentation de la mort cellulaire (de

55,1 à 91 % pour la lignée U937 et de 32,3 à 45 % pour la lignée Raji) après ajout de TPA

100 nM pendant 24 h.

En conclusion, nous retenons que les cellules leucémiques Jurkat, Raji et K562 ne sont

pas sensibles au TPA alors que les cellules de la lignée U937 sont très sensibles au passage en

milieu avec 0,1 % de SVF et au TPA.

1.2 - Etude de l'effet du TPA sur l'expression de l'ARNm de la GSTPl-l

Le TPA est un activateur connu du facteur de transcription AP-l. Comme notre

équipe l'a démontré auparavant, le site TRE présent sur le promoteur de la GSTP1-1 répond

au TPA. En effet la fixation de AP-I, en particulier c-Jun et Fra l , sur l'élément de réponse de

la eSTP1-1 ainsi que sur un site consensus est augmentée par le TPA comme le montrent des

expériences de gels retard (Borde-Chiche, et al., 200 la).
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Figure 22: Test de cytotoxicité. Cellules des lignées K562, Jurkat, U937 et Raji traitées au TPA

100 nM pendant 24 h.

La cytotoxicité du passage des cellules des lignées K562, Jurkat, Raji et U937 en milieu avec

0,1 % de SVF, et du traitement au TPA 100 nM après 24 h avec 0,1 % de SVF a été mesurée

par la technique de mesure de LDH relâchée dans le milieu. Le pourcentage de cytotoxicité

est calculé avec le rapport de la mesure de la cytotoxicité relâchée sur la mesure de la

cytotoxicité maximum.
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De plus, des expériences de transfection transitoire avec un plasmide combinant le promoteur

de la GSTPl ~j au gène rapporteur de la luciférase nous apprennent que le promoteur minimal

de la GSTPI-L, contenant le site AP-I, répond au TPA et que la transcription est augmentée.

Il nous a donc paru intéressant d'étudier l'effet du TPA au niveau de l' ARN m de la GSTPl-I

grâce à des expériences de Northem blot.

Afin d'atteindre cet objectif, nous avons extrait l' ARN total des cellules avant de

l'hybrider avec une sonde correspondant à l' ADNc de la GSTPI-L,

Nous avons décidé de comparer l'évolution de l'intensité de la bande correspondant à

la GSTPf-f avec l'intensité de la sous-unité 18S colorée au bromure d'éthidium. Pour la

lignée K562 (figure 23), les résultats nous montrent une diminution de l'expression de la

GSTPl-I dès 2 h (- 10 %). La diminution se précise à 4 h (- 30 %) et se stabilise après 8 et 24

h à 38 et 30 %, respectivement. Cette baisse de l'expression est significative à 8 et 24 h (p <

0,01 et p < 0,05). Entre a et 60 minutes, on n'observe qu'une très légère baisse de

l'expression de l'ARNm qui reste en accord avec les résultats obtenus pour des traitements

plus longs.

Pour des concentrations plus élevées en TPA (jusqu'à 1, 5 mM), on obtient une forte

baisse de l'expression à 24 h et cela de façon significative.

Nous avons ensuite regardé l'évolution du taux d'ARNm de la GSTPf-f après le même

traitement au TPA dans différentes lignées leucémiques: Jurkat, U937 et Raji. Afin d'obtenir

ce résultat, les mêmes expériences de Northem blots ont été réalisées et l'intensité de la bande

correspondant à la GSTPl-l est comparée avec la sous-unité 18S (figure 24).

Dans les lignées Jurkat et U937, les traitements au TPA n'ont pas d'effet significatif

entre 2 et 24 h dans les conditions utilisées, bien qu'on observe une légère augmentation de

l'expression de la GSTPl-l dans les cellules de la lignée Jurkat à 8 h; au contraire des cellules

de la lignée U937, pour lesquelles on observe une légère diminution à 24 h. Cependant, la

coloration au bromure d'éthidium des sous-unités ribosomales montre que à 24 h les ARNm

de la lignée U937 sont dégradés.

La lignée Raji, bien que possédant le gène, n'exprime pas la GSTP 1-1 et les

traitements au TPA n'ont aucun effet sur cette expression.
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Figure 23: Etude de l'ARNm par Northern blot. Cellules de la lignée K562 traitées au TPA

(Cinétique et gamme de concentration).

Des cellules non traitées, avec 0,1 % de SVF pendant 60h, sont témoins. (A) hybridation de la

sonde GSTP1-1 et coloration des sous-unités ribosomales au bromure d'éthidium. (B)

représentation graphique de 3 expériences indépendantes.. * : p< 0,05; ** : p< 0,01, par

rapport au témoin.

-104-



.- GSTP

~ .- Sous unité
18S

o 2 4 8 24

Jurkat U937 Raji TPA lOOnM

1,4 -I----------f----~

24

Temps (h)

842o

1,2 ---.----~--.-------------------..------..----. ~----

~ 1 i~~-,-----__+---I_--~~------'

~

." 0 8

.~ ,
'\;f 0,6

'; 0,4

! 0,2

24

Temps (h)

4o

1,6 -~-

Jurkat U937

Figure 24: Etude de l'ARNm par Northern blot. Cellules des lignées Jurkat, U937 et Raji

traitées au TPA 100 nM pendant 0, 2, 4, 8 et 24h.

Des cellules non traitées, avec 0,1 % de SVF pendant 60h, sont témoins. (A) hybridation de la

sonde GSTP1-1 et coloration des sous-unités ribosomales au bromure d'éthidium. (B)

représentation graphique de 3 expériences indépendantes (pour les lignées Jurkat et U937).
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1.3· Etude de l'effet du TPA sur l'expression de la protéine GSTPl·l

Pour 'Confirmer nos résultats et pour vérifier que le TPA n'a pas un effet post­

transcriptionnel, nous avons déterminé l'effet du TPA sur l'expression de la protéine GSTPl­

1 par Western blot sur des extraits protéiques totaux en utilisant un anticorps anti-GSTP1-1.

Nous avons traité des cellules des lignées K562, Jurkat, U937 et Raji au TPA 100 nM

pendant 0, 2, 4, 8 et 24 heures.

Deux microgrammes de protéines ont été analysés en Western blot avec l'anticorps

anti-GSTP1-l (figure 25). Les mêmes protéines ont été hybridées avec un anticorps anti-B­

actine qui servira de témoin invariant.

• Ces expériences nous montrent que l'expression de la GSTP 1-1 ne varie pas de façon

significative entre 2 et 24 h pour la lignée K562.

• Pour les cellules de la lignée Jurkat, nous observons une intensification significative

du signal à 8 et 24 h.

• Pour les cellules de la lignée Raji, qui n'expriment pas la GSTP1-l, le traitement n'a

pas d'effet sur l'expression de la protéine entre 2 et 24 h.

• Pour les cellules de la lignée U937, nous observons une augmentation du signal à 4 h.

Cette diminution n'est pas retrouvée à 8 et 24 h. Cependant, le phénomène de

dispersion des valeurs rend difficilement utilisables ces résultats.

Contrairement aux résultats obtenus précédemment (Borde-Chiche, et al., 2001a),

nous observons que le TPA n'induit pas l'expression de la GSTPI-I que ce soit au niveau de

l'ARNm ou de la protéine dans les lignées cellulaires K562, U937 ou Raji. Dans la lignée

leucémique Jurkat, on observe une augmentation de l'expression de la protéine de la GSTPl-l

sans que le taux de son ARNm ne soit modifié.

Un mécanisme cellulaire encore inconnu bloque l'induction de l'expression de la

GSTP1-1 par le TPA.
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Figure 25: Etude des protéines parWestern blot, Cellules des lignées K562, Jurkat, U937 et Raji

traitées au TPA 100 nM pendant 0, 2, 4, 8 et 24h.

Des cellules non traitées, avec 0,1 % de SVF pendant 60h, sont témoins. (A) hybridation avec

un anticorps anti-GSTPI-I et un anticorps anti-B-actine. (B) représentation graphique de

l'expression de la GSTPI-I rapportée à l'expression de la ~-actine, résultats de 3 expériences

indépendantes. ** : p < 0,01.
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2 - Etude de l'effet des métaux lourds sur l'expression de l'ARNm

de la GSTP/-J

2.1 - Etude de l'effet du chlorure de cadmium sur l'expression de la GSTPl­

l

Les métaux lourds ont déjà été décrits comme activant AP-l et nous avons voulu

étudier leur effet sur la transcription de l'ARNm de la GSTP1-1. Afin d'atteindre cet objectif,

nous avons d'abord utilisé du chlorure de cadmium.

Nous avons traité des cellules avec 5 flM de chlorure de cadmium pendant 0, 4, 8 et 24

h (figure 26) avant de réaliser des expériences de Northern blot sur les ARN de ces cellules.

Dans la lignée K562, nous observons une diminution légère de l'expression de l'ARNm de la

GSTP1-1 dès 4 h (- 20 %). Cette diminution est significative (p < 0,0l) à 8 et 24 h (- 30 %).

Pour confirmer nos résultats, nous avons fait subir le même traitement aux cellules de

la lignée leucémique Jurkat, et nous observons une légère baisse de l'expression de IIARNm

de la GSTP1-1 dès 4 h (-10 %), qui s'intensifie de façon significative (p < a,01) à 8 h (-20 %)

et à 24 h (-45 %).

Les mêmes traitements sur des cellules de la lignée Raji nous montrent que le

traitement n'induit pas la GSTPl-l et que cette lignée ne l'exprime toujours pas.

Ces résultats sont en accord avec le fait que le TPA n'induit pas l'expression de la

GSTPl-l et que nous observons une diminution du taux d'ARNm après traitement.

2.2 - Etude de l'effet du plomb sur l'expression de la GSTPl-l

Pour confirmer nos résultats, nous avons traité les cellules de la lignée K562 avec du

plomb. Afin de vérifier que l'effet observé n'est pas dû au groupement qui substitue le plomb,

nous avons utilisé 2 formes de plomb: acétate et nitrate de plomb.

Avant de traiter les cellules, nous avons vérifié que ces traitements ne sont pas

toxiques (tableau IX). Comme vu précédemment, le passage des cellules dans un milieu avec

0,1 % de SVF augmente la mort cellulaire à 30 %. Par contre, le traitement pendant 24 h de

cellules de la lignée K562 avec de l'acétate ou du nitrate de plomb à 10, 50 ou 100 nM n'a pas

d'effet toxique sur les cellules.
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Figure 26: Etude de l'ARNm par Northern blot. Cellules des lignées K562, Jurkat et Raji

traitées au chlorure de cadmium 5 ]lM pendant 0, 4, 8 et 24h.

Des cellules non traitées, avec 0,1 % de SVF pendant 60h, sont témoins. (A) hybridation de la

sonde GSTP1-1 et coloration des sous-unités ribosomales au bromure d'éthidium. (B)

représentation graphique de 3 expériences indépendantes. ** :p < 0,01.
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Tableau IX: Effet toxique du plomb sur les cellules de la lignée K562.

, Traitement Acétate de Nitrate de

plomb plomb

Témoin avec SVF ° °
Témoin sans SVF 27 ±2,49 27 ±2,49

24 h sans SVF + 24 h plomb 10 nM 21,6±4,11 26 ±3,11

24 h sans SVF + 24 h plomb 30 nM 24,8 ±4,84 24,6 ±4,43

24 h sans SVF + 24 h plomb 50 nM 22,7 ±4,48 23,2 ±2,37

24 h sans SVF + 24 h plomb 100 nM 26,1 ±6,36 26,6 ±5,39

Les résultats sont exprimés en pourcentage de cytotoxicité.

Afin de poursuivre l'étude de la régulation du gène de la GSTPI-I, nous avons traité

des cellules de la lignée K562 avec 10 nM de nitrate de plomb ou d'acétate de plomb pendant

0, 4, 8 et 24 h. Les ARN ont alors été analysés en Northern blot. Le traitement au nitrate de

plomb a pour effet de diminuer de façon non significative l'expression de l'ARNm de la

GSTP1-1, alors que le traitement à l'acétate de plomb n'a aucun effet (figure 27).

Ces résultats montrent encore une fois que ce type d'inducteur de AP-I n'induit pas

l'expression de la GSTP1-1.

2.3 - Etude de l'effet de l'arsenite de sodium sur l'expression de la GSTPl-l

Nous avons poursuivi cette étude par des traitements de 0, 4,8 et 24 h de cellules de la

lignée K562 à l'arsenite de sodium 10 pM. Les ARN ont alors été hybridés à l' ADNc de la

GSTP1-1 marquée radioactivement. Ce traitement inhibe légèrement l'expression de l'ARN m

de la GSTP1-1 à 4 h (figure 28). Cette inhibition devient significative à 8 h (- 35 %) mais

reste cependant légère à 24 h.

L'utilisation du métal lourd arsenite de sodium, qui est un inducteur typique de AP-I,

ne permet pas d'activer l'expression de la GSTP1-1, confirmant les résultats obtenus en

Northern blot et montrant que le site AP-I présent sur le promoteur de la GSTP1-1 réagit

différement du site AP-I présent sur le promoteur de la GSTP de rat.

-110-



Nitrate de plomb 10
nM

Acétate de plomb 10
nM

.---__~.A- , r_---~.A-----~.....

GSTP ----+

Sous unité
18S ----+

o 4 8 24 o 4 8 24 h

0
1,4

1= 1,2
U)
Q)

.5! 1
III *"'C
§!O,8

~
fO ,6
c
0
ïii
fO,4
a.
)(

WO,2

° ° 4
o Acetate de plomb

8

o Nitrate de plomb

24

Temps (h)

Figure 27: Etude de l'ARNm par Northern blot. Cellules de la lignée K562 traitées au plomb 10

nM pendant 0, 4, 8 et 24h.

Des cellules non traitées, avec 0,1 % de SVF pendant 60h, sont témoins. (A) hybridation de la

sonde GSTP1-1 et coloration des sous-unités ribosomales au bromure d' éthidium. (B)

représentation graphique de 3 expériences indépendantes. * :p < 0,06.
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Figure 28: Etude de l'ARNm par Northern blot. Cellules de la lignée K562 traitées à l'arsenite

de sodium 10 ]lM pendant 0,4,8 et 24h.

Des cellules non traitées, avec 0,1 % de SVF pendant 60h, sont témoins. (A)

hybridation de la sonde GSTP1-1 et coloration des sous-unités ribosomales au bromure

d'éthidium. (B) représentation graphique de 3 expériences indépendantes. * :p < 0,05.
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3 - Etude de la demi-vie de l'ARNITI de la GSTP1-1 dans les lignées

K562 et .lurkat

Les résultats obtenus en Northern et Western blot, qui ne montrent pas d'activation de

la GSTP 1-1 par le TPA alors que le gène contient un site TRE, nous ont amené à penser que

la stabilité des ARN pourrait être modifiée par le traitement au TPA. En effet, une

augmentation de la transcription du gène serait masquée par une diminution de la stabilité de

l'ARNm. De plus, certaines équipes ont déjà montré que le TPA peut déstabiliser l' ARNm de

certaines protéines dont la GSTA dans les cellules HepG2 (Eickelmann, et al., 1995).

La demi-vie de l'ARNm de la eSTP1-1 a été mesurée en traitant les cellules avec 5

}tg/ml d'actinomycine D, qui bloque la transcription et permet ainsi de mesurer la vitesse de

dégradation des ARNm sans avoir néosynthèse.

Les lignées K562 et Jurkat sont traitées pendant 0, 8, 16 et 32 h avec 5 }tg/ml

d'actinomycine D puis les ARNm sont étudiés en Northern blot avec l'ADNc de la eSTP1-1.

La lignée Raji n'exprimant pas la GSTP1-l, nous n'avons pas étudié sa demi-vie. Les cellules

de la lignée U937 ne résistent pas au traitement à l'actinomycine D et nous n'avons pas pu

mesurer la demi-vie de l'ARNm de la eSTP1-1 dans cette lignée.

Ces expériences nous montrent des demi-vies différentes pour chaque lignée (Tableau

X). La lignée K562 présente un ARNm de eSTP1-1 avec une longue demi-vie de 49 h alors

que la lignée Jurkat a un ARNm moins stable, avec une demi-vie avoisinant les 15 h.

Les demi-vies de l'ARNm de la eSTP1-1 de cellules cultivées sans SVP ne varient pas

de façon significative et on peut considérer que la culture des cellules sans SVP n'a pas d'effet

sur la longévité des ARNm de la eSTP1-1. Lors d'un traitement au TPA, la demi-vie de

l'ARNm de la eSTP1-1 dans les lignées K562 et Jurkat ne change pas de façon significative

démontrant que le TPA n'induit pas de changements post-transcriptionnels.

-113-



Tableau X: Demi-vie de la GSTPl-l

Lignée Expression de la Demi-vie pour des Demi-vie pour des Demi-vie pour des cellules

GSTPI-I cellules cultivées avec cellules cultivées sans cultivées avec SVF, +TPA 100

SVF (h) SVF (h) nM, 24 h (h)

K562 + 49,5 ±1,6 42 ±6 40±16

Jurkat + 14,8 ±1,5 16,8 ±2,3 15,6 ±3,4

Raji - NA NA NA

U937 + ND ND ND

NA: non applicable, ND : non déterminé, Les résultats sont la moyenne de 3 expériences

indépendantes.

4 - Etude de l'effet de différents agents chimiothérapeutlques sur

l'expression de la GSTPI-l

Nous avons ensuite voulu déterminer si un stress oxydant peut réguler l'expression de

la GSTP 1-1. Pour cela nous avons hybridé une macroarray : Cancer Cell Line Profiling Array

(BD Clontech). 26 lignées cellulaires provenant de cancers humains ont été traitées avec 26

agents chimiothérapeutiques inducteurs de stress oxydant ou radiations. Les ARN polyA+,

extraits des différentes lignées après traitement, ont subi une RT-PCR avant d'être déposés

sur une membrane de nylon. Nous avons hybridé l'ADNc de la GSTP1-1 sur cette membrane

(figure 29).

En ne prenant en compte que les traitements qui activent plus de 5 ou lO fois l'expression de

la GSTP1-1 par rapport au contrôle, nous voyons clairement apparaître 3 lignées cellulaires

(MDA-MB-435S, un carcinome du sein, U-87 MG, un glioblastome du cerveau et ACHN, un

adénocarcinome du rein, indiquées d'une flèche sur le figure 29) dont le profil nous montre

que certains traitements induisent fortement l'expression de la GSTP1-1 (Figure 30).
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Figure 29: Cancer Cell Line profiling array hybridée avee l'ADNe de la GSTP1-l.

Poumon: A549, NCI-H460, NCI-H1299; Colon: HCT116, HCT116p21-/-, HCT116p53-/-,

HCT-15, HT-29; Sein: MDA-MB-435S, MDA-MB-231, MCF7; Ovaire: SK-OV-3; Utérus:

HeLa; Prostate: DU 145, PC-3; Peau: SK-MEL-28, SK-MEL-5; Cerveau: SK-N-SH, IMR-32,

U-87 MG; Rein: 786-0, ACHN; Foie: Hep G2; Colon: COLO 587, Os: U-2 OS; Epiderme:

A-431.

Chaque lignée a été traitée avec:3) UV; 4) choc thermique; 5) cyc1oheximide; 6) actinomycine

D; 7) hydroxyurée; 8) étoposide; 9) 5-FU; 10) cytosine arbinoside; Il) cytochalasine D; 12)

doxorubicine; 13) desferrioxamine; 14) camptothécine; 15) geldanamycine; 16) aphildicoline;

17) carmustine; 18) cis-platine; 19) L-mimosine; 20) mitomycine; 21) démécolcine; 22)

améthoptérine; 23) taxol; 24) thiotepa; 25) eau oxygénée; 26) N-(phosphonacétyl)-L­

aspartate; 27) rayons gamma. 1) est un témoin des lignées cultivées avec 0,5 % de SVF, 2) est

un contrôle des lignées non-traitées.

Des témoins négatifs sont aussi utilisés: ubiquitine (UBI), ARN total de levure, ARNt de

levure, ARNt de E.coli, ADN de E.coli, poly r(A) et ADN Cot-I humain.
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1 C 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
0 ,4 1 ,0 0,7 0,8 0 ,7 0 ,5 2,7 2 ,3 2 ,6 0 ,7 0 ,4 1,9 0 ,9 0 ,4 0 ,3 0 ,6 3 ,2 0 ,6 2,3 0 ,8 2,1 1,9 0 ,7 1 ,0 0 ,9 0,4 0,8
0 ,2 1 ,0 2 ,0 2 ,9 0 ,6 0,3 0, 6 2 ,1 0,4 0 ,2 0 ,2 0 ,2 0 ,2 0 ,7 0 ,2 0 ,6 1 ,7 0 ,3 1 ,0 0 ,3 0 ,2 0 ,5 0 ,3 0 ,3 0 ,2 0 ,4 0 ,2
0 ,6 1,0 1,4 2, 1 5 ,6 2, 1 0 ,7 1,1 1 ,0 1,0 0 ,5 0 ,5 0 ,8 0 ,5 0 ,4 0 ,9 1 ,4 0 ,8 0 ,6 1,5 1 ,1 0 ,6 2 ,1 0 ,6 3 ,6 0 ,7 0 ,5
0 ,9 1,0 0 ,8 0 ,2 1101 11101 1 0 ,2 flDm 0 ,7 0 ,1 0 ,4 M o!oM01llj1l °,3 11ô3W 0" 0 ,2 0 ,6 0 , 1~ 0 ,2 a O,'%1.01!lj11 0 ,9 1 ,3 1 ,6 .
1,0 1,0 0 ,8 0 ,4 0 ,5 0 ,5 0 ,5 0 ,3 0, 6 0 ,6 0,4 0 ,2 0 ,2 0 ,5 0 ,4 0,2 0 ,5 0,4 0 ,2 0 ,2 0 ,5 0 ,5 0 ,2 0 ,5 0 ,7 0 ,5 0 ,2
0 ,5 1,0 1 ,1 0 ,3 0 ,9 0 ,3 0,2 0 ,3 0 ,8 3 ,8 1,1 1,0 0 ,1 0 , 3~ 0 ,4 1,4 0 '9 11Ui. 2 ,5 0 ,5 0 ,2~
0 ,2 1,0 0 ,4 0 ,9 0 ,5 0 ,2 0 ,3 0 ,4 0 ,6 0 ,5 0 ,2 0 ,2 0 ,1 11QMô.2 0 ,2 0 ,4 0 ,1 o ~ O~ 0 ,5 0 ,5 0,20,2 O · 0 ,2 O. ~

1,7 1,0 0 ,9 1 ,6 1 ,9 0 ,4 0 ,5 1 ,1 3 ,2 3 ,6 4 ,5 0 ,5 1, 5 0 ,4 0 ,4 5 ,9 0 ,8 1, 1 0 ,3 0 ,4 6,8 8,8 6 ,0 1,0 1,1 1,4 0 ,3
0 ,8 1 ,0 1,3 3 ,1 6 ,8 1 ,8 3 ,7 1,2 2 ,6 ŒL....2..Q"i1 4 ,9 1 ,0 6 ,4 3 ,0 1 ,0 1,1 3 ,7 1 ,2 4 ,0 2 ,9 7,1 1,8 1 ,5 1,4 0 ,9 1 ,9
0 ,9 1 ,0 1,3 1 ,8 2, 4 2 ,6 1,8 1 ,3 2 ,0 5 ,0 9 ,2 2 ,6 1,2 1,7 1,6 1 ,1 1,4 1 ,3 1 ,2 1 ,8 1 ,3 1 ,5 1 ,5 1 ,2 1,3 1 ,1 1 ,3
0 ,9 1 ,0 1,0 1 ,2 1,5 1 ,5 1,2 1 ,1 1,4 1 ,6 1,3 1,2 1 ,2 1,1 1,2 1,0 1,0 1,1 0 ,9 1 ,2 1 ,1 1,0 1,1 1 ,2 1 ,3 1 ,2 1 ,1
0 ,9 1,0 1,1 1 ,3 4 ,0 1 ,5 1,0 1 ,1 1,3 1 ,4 1,0 1,0 1,9 1,3 1,5 1 ,9 1,5 1,4 1 ,0 1,7 0 ,9 1,0 1,1 1 ,8 2 ,0 1 ,6 1,6
1 ,4 1,0 1 ,1 1,9 1,8 2 ,0 1,7 1 ,5 3 ,9 6,5 1,9 2 ,0 1 ,8 2 ,5 2 ,2 4 ,4 2, 1 1,1 2,7 1,2 1 ,8 1 ,8 1 ,7 2,9 1,4 2,5 1 ,2
0 ,8 1,0 0 ,3 0 ,2 0 ,4 1,4 1,0 0,8 0 ,2 0 ,3 0, 3 0 ,8 0 ,6 1, 0 0 ,3 0 ,3 0 ,4 1,4 0 ,4 0 ,9 0 ,2 0 ,3 0 ,2 0 ,3 0 ,7 0 ,8 0 ,3
0 ,8 1,0 0 ,7 0 ,6 0 ,7 1 ,1 1,0 0 ,8 0 ,7 0 ,6 0,6 1,1 0 ,7 1,0 0 ,8 0 ,6 0 ,6 0 ,8 0 ,7 0 ,6 0 ,6 0 ,7 0 ,7 0 ,5 0,7 1,0 0 ,6
0,9 1 ,0 0 ,8 1,1 0 ,8 1,0 0 ,9 2 ,7 3 ,6 2 ,9 1,4 1,8 0, 7 1,2 6 ,2 2 ,4 1,4 2 ,9 0 ,7 0 ,6 0 ,6 0 ,7 1 ,1 1 ,6 0 ,9 1,6 1,0
1 ,1 1,0 0 ,7 0 ,9 0 ,7 0 ,8 2, 4 3 ,1 1,3 1 ,0 1,4 1 ,5 1 ,1 1 ,5 1,7 1,0 0 ,8 0 ,8 1 ,8 1 ,0 0 ,7 0 ,4 0 ,5 0 ,5 0 ,5 0 ,4 0 ,3
0 ,7 1 ,0 0 ,5 1,3 0 ,4 0 ,5 0 ,4 0 ,5 0 ,3 0 ,4 1,4 0 ,6 0 ,9 0 ,7 2 ,1 1,2 1 ,2 0 ,5 0 ,6 0 ,5 0 ,3 0 ,3 0 ,3 0 ,3 0 ,3 0,4 0 ,2
0 ,9 1 ,0 1,0 2 ,1 1,3 1,4 0 ,8 0 ,7 0 ,8 1 ,0 1,3 1,3 0 ,9 1, 2 1,5 3 ,7 1 ,6 1 ,1 1,6 2,1 2 ,6 1,7 2 ,3 2 ,3 0 ,8 2 ,1 0 ,5
0 ,6 1,0 2 ,2~ 4 ,7 7 ,9 1 ,4 0 ,7 1,2 3 ,5 2, 5 3 ,5 1,4 1,7 2 ,1 3 ,7 4 ,4 3 ,0 2 ,1 lli,.Lt.â"l!., 6 ,4 :>.1§]] 4 ,9 2, 2 3 ,3 0 ,7
0 ,8 1,0 0 ,9 1,1 1,8 3 ,5 2 ,0 1,5 2 ,0 1 ,8 1,4 1,9 2 ,9 1 ,6 1,1 1,4 1,4 2,3 1,9 1,7 2 ,0 2 ,9 1,8 1 ,4 1 ,7 3 ,3 1,4
1 ,6 1,0 1,0 1 ,2 4 ,0 DEfi 4 ,3 3 ,9 6 ,8 6 ,7 2 ,3 4 ,0 m ,l: 4 ,3 2 ,1 4 ,8 3 ,1 [Il':'§J 4 ,8 2 ,4 4 ,2 m:JJ 3 ,2 1 ,7 3 ,7 01:.3] 4 ,1
1,0 1,0 1 ,1 1 ,3 2 ,1 4 ,7 2 ,4 2 ,1 2 ,7 2 ,6 1,6 2 ,2 4 ,1 2 ,5 1,9 2 ,3 2 ,3 3 ,6 2 ,2 1,8 2 ,2 3 ,7 1 ,8 1,3 2 ,0 4,4 1,8
1 ,0 1,0 1 ,3 1 ,0 0 ,9 1 ,0 1,2 1,0 1,4 1 ,0 1,2 1,2 1,2 1,7 2,4 1,7 2 ,0 2 ,4 1 ,4 2,8 1 ,3 1,1 1 ,1 1 ,0 1,1 1 ,3 0 ,9
0 ,8 1,0 1 ,3 1 ,3 1,6 1 ,3 1 ,8 1,2 1,1 1 ,2 1,2 1,9 1,4 2 ,3 2 ,1 2,4 1,4 1,6 2,3 1,8 2 ,1 1 ,9 1,7 1,4 1,3 1,4 1,4
0 ,7 1,0 2 ,7 2 ,2 1,1 1 ,2 1 ,1 1,7 1,8 1 ,9 1,1 1,9 1,7 2 ,6 5 ,3 4 ,2 1, 6 2 ,9 4 ,0 3, 1 2 ,9 6 ,1 3,2 1 ,8 1,4 1 ,0 1,1

> 1OC _ < 0 ,1C
> SC < 0 ,2C

Figure 30: Représentation numérique de l'array Cancer Cell Line profiling array.

Les cases bleu foncé représentent les points dont l'intensité est inférieure à 10 % du contrôle (C), les cases bleu clair les points dont l' intensité est

inférieure à 20 % du contrôle. Les cases jaune ~ 1 '-L et foncée représentent les points dont l'intensité est supérieure à 5 et 10 fois le contrôle,

respectivement.
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En effet la cytochalasine D (colonne 11) et la cytosine arabinoside (colonne 10)

induisent l'expression de la GSTP1-1 dans la lignée MDA-MB-435S de 60,2 et 14,7 fois,

respectivement. Dans la lignée U-87 MG, un choc thermique (colonne 4), la mitomycine

(colonne 20) , la démécolcine (colonne 21) et le taxol (colonne 23) induisent l'expression de

la GSTP1-1 de 10,2; 12; 26 et 15,6 fois, respectivement. Enfin, les traitements à

l'actinomycine D (colonne 6), la desferrioxamine (colonne 13), le cis-platine (colonne 18),

l'amethoptérine (colonne 22) et au PALA (colonne 26) activent la GSTP1-1 de 18,7; 14,7;

Il,6; 15,1 et 22,4 fois dans la lignée ACHN.

~

5 - Etude des voies de transduction du signal

Le promoteur de la GSTP1-1 contient des sites liant potentiellement des facteurs de

transcription mis en jeu dans le stress et l'inflammation. De plus, il a été montré que ces sites

sont impliqués dans la régulation de la GSTP 1-1. En effet, le site AP-1 fait partie du

promoteur minimal et est essentiel à la transcription (Borde-Chiche, et al., 2001a). Le site NF­

KB a lui été considéré comme étant un suppresseur de l'activité trans-activatrice induite par

AP-1 (Moffat, et al., 1996a). En effet, les 2 sites étant proches sur le promoteur, les facteurs

de transcription se fixant sur le site NF-KB peuvent interagir avec les facteurs fixés sur le site

TRE et bloquer l'activation de la transcription du gène. Les voies de transduction du signal

menant à l'activation des facteurs de transcription AP-1 et NF-KB pourraient donc être

impliquées dans la régulation de l'expression de la GSTP 1-1. Pour vérifier cette hypothèse

nous avons transfecté les cellules de la lignée K562 avec des vecteurs d'expression des

acteurs majeurs des 2 voies de stress précédemment citées. Les cellules sont co-transfectées

avec un vecteur combinant une partie du promoteur de la GSTP1-1 avec le gène de la

luciférase. Un plasmide exprimant de façon constitutive la luciférase Rénilla sera utilisé

comme contrôle de transfection.

La voie de transduction du signal menant typiquement à l'activation de AP-1 a été

étudiée en utilisant des vecteurs d'expression des kinases: Raf, cdc42, MEKK 1, MEK 1 ainsi

que J'inhibiteur de Ras RhoA et une protéine mutée ERK 1 dominant négatif (Figure 31).
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Figure 31: Etude du rôle des voies de signalisation par co-transfections. Cellules de la lignée

K562 transfectées avec les vecteurs d'expression de la voie de signalisation mitogénique.

Colonnes 1,8, 15: témoin, colonnes 2, 9, 16: vecteur d'expression ERK1 dominant négatif,

colonnes 3, 10, 17: vecteur d'expression RhoA, colonnes 4, 11, 18: vecteur d'expression Raf,

colonnes 5, 12, 19: vecteur d'expression MEK1, colonnes 6, 13, 20: vecteur d'expression

cdc42, colonnes 7,14,21: vecteur d'expression MEKKl.
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Les résultats suggèrent que la voie de signalisation Raf - cdc42 - MEKK 1 - MEK 1

est utilisée dans la régulation basale de la GSTP1-1. En effet, la co-transfection de ces

vecteurs d'expression avec un gène luciférase sous le contrôle d'une construction du

promoteur de la GSTP1-1 induit l'expression de la luciférase. La surexpression de Raf, cdc42,

MEKK 1 et MEK 1 accroît l'expression de la luciférase de 40, 25, 31 et 18 fois,

respectivement. Par contre l'expression de l'inhibiteur de Ras et de la protéine ERK1 mutée

n'a pas d'effet significatif sur l'activité 1uciférase dans les cellules K562, suggèrant que les

protéines Ras et ERK 1 n'ont pas d'effet inhibiteur sur la voie de signalisation activant la

GSTP1-1.

Pour vérifier que la voie activée aboutit à l'activation de la kinase phosphorylant c-Jun

(JNK), et donc participe à l'activation du dimère AP-1, nous avons utilisé un inhibiteur

spécifique de JNK, le SP600125 (anthra [1,9-cd]pyrazol-6(2H)-one). Les cellules de la lignée

K562 sont traitées avec différentes concentrations de l'inhibiteur (Figure 32).

Les ARN totaux sont ensuite extraits et hybridés avec l' ADNc de la GSTP1-1. Que les

cellules de la lignée K562 soient cultivées en présence (la %) ou en l'absence (0,1 %) de

SVF, le SP600125 a un effet inhibiteur sur l'expression basale de la GSTP1-l (-20 % en

présence de SVF et -50 % en l'absence de SVF) dès 30 ,[lM.

Ces résultats confirment le fait que AP-1 participe à la régulation de la GSTP1-1 car

l'inhibition de sa phosphorylation réduit l'expression de la GSTPl-l. Nous confirmons donc

ici le rôle important de AP-1 dans l'expression basale de la GSTP 1-1. Toutefois, les

inducteurs typiques de AP-1 comme le TPA ou les métaux lourds n'induisent l'expression ni

de l'ARN, ni de la protéine correspondante.

De plus, nous avons réalisé des expériences de transfections transitoires à l'aide de

vecteurs d'expression des protéines c-Jun et c-Pos, Les résultats nous montrent que c-Jun et c­

Fos induisent fortement l'expression de la luciférase sous le contrôle de la construction p-1175

du promoteur de la GSTP1-1 de Il,6 et 15,7 fois, respectivement (Figure 33).

Notre équipe a préalablement montré que l'expression de l'ARNm de la GSTP1-1

varie d'une lignée à l'autre (Borde-Chiche, et al., 200 1a).
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Figure 32: Etude de l'ARNm par Northern blot. Cellules de la lignée K562 traitées au SP600125

0,30,50 et 100 pM pendant 24 h.

Des cellules non traitées, avec 0,1 % de SVF pendant 60h, sont témoins. CA)

hybridation de la sonde OSTP1-1 et coloration des sous-unités ribosomales au bromure

d'éthidium. CB) représentation graphique de 2 expériences indépendantes.
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Des cellules non traitées sont témoins. Représentation de 3 expériences indépendantes.
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Le site AP-l situé dans le promoteur de la GSTPl-l humaine est essentiel

dans la régulation de l'expression de cette enzyme:

La voie de transduction du signal Ras - Raf - MEKKI - MEKI ­

ERKI est impliquée dans la régulation de l'expression de la GSTPl-l.

L'expression de l'ARNm de la GSTPl-l est inhibée par le SP60012S,

un inhibiteur spécifique de JNK.

La transfection des vecteurs d'expression c-Jun et c-Fos induit

l'activité transcriptionnelle de la GSTPl-l.

Cependant les inducteurs typiques de AP-l tels que le TPA et les métaux

lourds n'induisent pas l'expression de la GSTPl-l. Les voies de

transduction du signal activées par ces inducteurs sont peut-être

inexistantes dans les cellules sanguines humaines. Il existe peut-être une

régulation tissu et/ou espèce spécifique de l'expression de la GSTPl-l.

~ D'autres voies de transduction du signal sont-elles impliquées?
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Partie 2: Etude de la voie inflammatoire
"

Nous venons de démontrer qu'une autre voie de signalisation pourrait être impliquée

dans la régulation de l'expression de la GSTP 1-1. Or, beaucoup de gènes régulés par AP-l le

sont aussi par NF-KB. De plus, nous savons qu'il existe un site fixant potentiellement les

facteurs de transcription de la famille NF-KB en -93 du promoteur du gène de la eSTP1-1

(Moffat, et al., 1996a). Enfin, d'après Jardine et al. (2002), les effecteurs de l'inflammation

influencent l'expression de la GCS (y-glutamyl cystéinyl synthétase) et le métabolisme du

glutathion (Jardine, et al., 2002). La voie de signalisation de l'inflammation, menant à

l'activation de AP-l et de NF-KB pourrait donc être un bon candidat comme régulateur de

l'expression de la GSTPl-l.

1 - Etude de l'effet du TNFa sur l'expression de l'AkNm de la

GSTPI-/

Pour vérifier cette hypothèse, nous avons traité les cellules de la lignée K562 au TNFa

qui est un inducteur typique de cette voie (Figure 34). Les résultats des expériences de

Northern blot nous montrent que dans les lignées leucémiques K562 et Jurkat, le TNFa induit

l'expression de l'ARNm de la eSTP1-1 indépendamment de la concentration en TNFa pour la

lignée K562. Nous confirmons ainsi l'importance d'une deuxième voie de signalisation dans la

régulation de l'expression de la GSTPl-l.

2 - Caractérisation du site NF-KR situé en -93 du promoteur

Comme il a été décrit un site NF-KB dans le promoteur de la eSTP1-1, nous avons

décidé de le caractériser en réalisant des expériences de gel retard et de supershift avec des

anticorps reconnaissant les protéines de la famille NF-KB: p50, p52, p65, relB, c-Rel et Bcl3

(Figure 35). Des cellules de la lignée K562 ont été traitées avec 20 ng/ml de TNFa et les

protéines nucléaires ont été extraites et analysées en gel retard avec un oligonucléotide ayant

la séquence du promoteur correspondant au site NF-KB. L'induction de NF-KB par le TNFa

n'induit pas la fixation de nouveaux facteurs sur le site proximal.
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Figure 34: Etude de l'ARNm par Northern hlot. Cellules des lignées K562 et Jurkat traitées au

TNFa pendant 8h

Des cellules non traitées, avec 0,1 % de SVF pendant 6üh, sont témoins.
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Figure 35: Caractérisation du site NF-KB-like par gel retard. Cellules de la lignée K562 traitées

au TNFa 20 ng/ml pendant lh incubés en présence de sonde NF-xll-like.

Des cellules non traitées, avec 0,1 % de SVF pendant 6üh, sont témoins. (A) Compétition

avec les sondes distale (D), mutée (M) et consensus (C). (B) Supershift avec des anticorps

dirigés contre les protéines p5ü, p52, p65, RelB, cRel et Bc1-3.
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Nous ~bservons une bande unique non inductible. Nos résultats montrent qu'aucun des

anticorps utilisés ne crée de supershift, démontrant la non-fonctionnalité de ce site NF-KE.

3 - Recherche de nouveaux sites NF-KB

Pour comprendre plus précisément comment l'expression de la GSTPl-1 est régulée,

nous avons recherché d'autres sites NF-KB présents sur le promoteur de la GSTP f-f et

potentiellement impliqués dans sa régulation.

Le logiciel Matinspector de Genomatix (http://www.genomatix.de) nous a permis

d'établies la présence de sites de séquences consensus sur les 1200 premières paires de bases

du promoteur (Heinemeyer, et al., 1998).

Ce site nous permet de retrouver les éléments de fixation déjà connus comme les 2

sites Sp 1, le site AP-1 et le site NF-KB situé en -93 du promoteur de la GSTPl-L, Nous

découvrons de plus plusieurs sites (figure 4) dont le plus intéressant est le site NF-KB situé à

-323, qui pourrait être le site impliqué dans la régulation de la GSTPl-I lors d'un traitement

au TNFa (Figure 36). Il nous a alors paru important de caractériser ce site afin de déterminer

s'il participe à la régulation de la GSTPI-L,

4 - Caractérisation du site NF-KB distal

Nous avons étudié la fonctionnalité du site NF-KB distal découvert grâce au site

internet Matinspector. L'analyse par gel retard d'extraits nucléaires de cellules K562 traitées

ou non au TNFa nous montre que la fixation de protéines sur cette sonde est inductible par le

TNFa. On observe l'apparition de deux bandes supplémentaires après traitement au TNFa

(Figure 37A).

Pour vérifier leur spécificité quant à la sonde distale, nous avons réalisé des

expériences de compétition avec des sondes correspondant au site consensus, au site NF-KB

distal et au site distal muté. L'utilisation des oligonucléotides consensus et distal fait

disparaître complètement les deux bandes inductibles par le TNFa. Par contre, l'utlisation de

l'oligonucléotide muté n'a pas d'effet sur la fixation de facteurs de transcription sur la sonde

NF-KB distale. Les deux bandes inductibles par le TNFa sont donc spécifiques de NF-KE.
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Compétiteur D M C Anticorps

.................~ ;"''' .........' fIIIIlIII!tII
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p5ü p52 p65 ReIB cRe! Bcl-3

TNFa + + + + TNFa + + + + + + +

Compétiteur C D M Anticorps p5ü p52 p65 ReIB cRe!

TNFa + + + + TNFa + + + + + +

Figure 37: Caractérisation du site NF-KB distal par gel retard. Cellules des lignées K562 et U937

traitées au TNFa 20 ug/ml pendant III incubés en présence de sonde NF-KB distale.

Des cellules non traitées, avec 0,1 % de SVF pendant 60h, sont témoins. Des compétitions

avec les sondes distale (D), mutée (M) et consensus (C) et des supershifts avec des anticorps

dirigés contre les protéines p50, p52, p65, RelB, cRel et Bcl-3 sont réalisés. (A) Lignée K562.

(B) Lignée U937.
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Pour déterminer quelles protéines de la famille NF-KB se fixent sur ce site, nous avons

réalisé des expériences de supershift avec des anticorps anti-p50, p65, p52, cRel, RelB et

Bcl3. L'ajout de l'anticorps anti-p50 fait complètement disparaître la bande inférieure induite

par le TNFa, alors que l'ajout de l'anticorps anti-p65 inhibe la formation des 2 bandes

induites. Ces résultats suggèrent que la bande la plus retardée est constituée d'un dimère

p65/p65 et que la bande inférieure est constituée d'un dimère p50/p65. Les autres anticorps de

la famille NF-KB n'ont pas d'effet sur la fixation des protéines sur la sonde NF-KB distale,

montrant que les protéines correspondantes n'interviennent pas dans les complexes.

Les mêmes expériences ont été réalisées dans les cellules de la lignée U937 (Figure

37B). Dans ce cas, on observe deux bandes induites par le TNFa même si la bande supérieure

présente une intensité plus faible que dans la lignée K562. Les expériences de compétition

réalisées avec les sondes NF-KB consensus, distale et distale mutée mènent au même résultat

que précédemment: les sondes consensus et distale font complètement disparaître les 2 bandes

induites alors que la sonde mutée n'a aucun effet. Les deux complexes induits sont donc

spécifiques. De façon à caractériser les protéines formant ces deux complexes, nous avons

réalisé des expériences de supershift avec des anticorps reconnaissant les protéines p50, p52,

p65, RelB et cRe!. Comme pour la lignée K562, les deux anticorps anti-p50 et -p65

provoquent un supershift, démontrant que les complexes sont constitués d'un homodimère

p65/p65 et d'un hétérodimère p50/p65.

Ces résultats confirment que le site NF-KB distal du promoteur de la GSTP1-1 est un

site NF-KB fonctionnel, alors que le site NF-KB like décrit comme étant un répresseur ne fixe

pas de protéine de la famille de NF-KE.

5 - Etude de la transactivation des sites NF -KB

Pour vérifier la fonctionnalité du site NF-KB distal et son rôle transactivateur, nous

avons réalisé des expériences de transfection transitoire en utilisant un gène rapporteur

luciférase associé à 5 répétitions du site consensus (p-CKB) ou du site NF-KB distal du gène

de la GSTP1-1 (p-GSTNF-KB) (Figure 38). Le traitement au TNFa des cellules transfectées

par l'un des deux plasmides accroît considérablement l'activité luciférase. Les deux sites ont

une activité transactivatrice dans les cellules de la lignée K562 même si le site du promoteur

semble réagir plus fortement au TNFa (14 fois) que le site consensus (5 fois).
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Figure 38: Etude du rôle de NF-KB par transfections. Cellules de la lignée K562 transfectées

avec un plasmide l'apporteur sous le contrôle de sites NF-KB puis trait ées avec du TNFa.

Les cellules sont traitées avec 20 ng/ml de TNFa p-GSTNF-KB: plasmide sous le contrôle de

5 répétitions du site NF-KB distal du promoteur de la GSTP1-l. p-CKB: plasmide sous le

contrôle de 5 répétitions du site NF-KB consensus.
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Ces résultats montrent que le site NF-KB distal, contrairement au site proximal, est

fonctionnel et fixe les facteurs de transcription p50 et p65 en réponse à un traitement au
"

TNFa.

6 - Etude de la voie de transduction du signal de l'inflanunatlon

Afin de déterminer la voie de signalisation menant à l'activation des facteurs de

transcription NF-K B permettant l'expression de la GSTP 1-1, nous avons réalisé des

expériences de co-transfections, Nous avons transfecté des vecteurs d'expression des protéines

de la voie de transduction du signal NF-KB avec un plasmide codant la luciférase sous

contrôle de construction du promoteur de la GSTPl-l: p-97, p-396 et pGSTNF-KB (Figure

39). Les résultats montrent que la transfection des 2 plasmides p-97 et p-396 mène aux mêmes

résultats. Nous observons une faible augmentation de l'activité luciférase lors de la co­

transfection avec TRAF2 et NIK. La co-transfection de p65 induit légèrement l'activité

luciférase codée par le plasmide p-97 (7 fois) et la présence du site NF-KB distal (dans la

construction p-396) permet une induction plus forte (16,5 fois). Nous n'observons pas de

modification majeure avec la co-transfection de TNFR 1 ou IKK/3. Par contre, la co­

transfection d'un dominant-négatif IKBa entraîne une diminution de l'expression de la

luciférase dans le cas des 2 plasmides p-97 et p-396 (33 et 35 %, respectivement).

Nous avons aussi utilisé un plasmide luciférase sous contrôle de 5 répétitions du site

NF-KB distal du promoteur de la GSTP1-1. Sa co-transfection avec les protéines TNFR1,

TRAF2, NIK, IKK/3 ET P65 entraîne l'induction de l'expression de la luciférase (6,5; 20,6;

33; 3,7 et 35,6 fois respectivement). L'activité transactivatrice du site NF-KB distal du

promoteur de la GSTP1-1 est induite par les protéines de la voie de signalisation NF-KB

utilisées. De plus, l'utilisation d'un dominant négatif de IKBa réduit considérablement

l'activité luciférase (83 %), démontrant l'implication de cette protéine dans l'activation de NF­

KB.

Nous démontrons ici que la voie de signalisation TNFR1, TRAF2, NIK, IKKj3, IKBa

et p65 est impliquée dans l'activation de NF-KB et donc dans la régulation de l'expression de

la GSTP1-1. La similitude des résultats entre les plasmides p-97 et p-396 démontre que cette

voie peut aussi induire l'expression de la GSTP1-1 par l'activation d'un autre facteur de

transcription que NF-KB, potentiellement AP-l.
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Figure 39: Etude des voies de signalisation pa.' co-transfections. Cellules de la lignée K562

transfectées avec les vecteurs d'expression de la voie de signalisation inflammatoire,

Les cellules de la lignées K562 sont co-transfectées avec le plasmide rapporteur et les

vecteurs d'expression TNFRI , TRAF2, NIK, IKKp, IKBa dominant négatif (lKB DN) et p65.
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De plus, nous avons réalisé une mutagenèse dirigée du site NF-KB distal. Des cellules de la

lignée K562 ont été co-transfectées avec le plasmide sous contrôle du promoteur de la

GSTP1-1 contenant le site NF-KB distal muté et le plasmide exprimant la sous-unité p65. La

mutation de ce site réduit de façon significative l'activité luciférase avec ou sans co­

transfection avec p65 (-28 % et -56 % par rapport à leur témoin corespondant) (Figure 40).
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Figure 40: Etude du rôle de NF -Kil par co-transfections. Cellules de la lignée K562 transfectées

avec un plasmide rapporteur sous le contrôle du promoteur de la GSTPl-/ contenant le site NF­

KB muté (pGST-Mut-NFKB) ou non (p-396), co-transfecté ou non avec la sous-unité p65.
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La voie de signalisation NF-KB est impliquée dans la régulation de
,

l'expression de la GSTPl-l au travers d'un site NF-KB distal en -323:

Le TNFa, inducteur typique de NF-KB, active l'expression de

l'ARNm de la GSTP1-1 et l'activité transactivatrice du promoteur de la

GSTP1-1.

La co-transfection des vecteurs d'expression TNFRl, TRAF2, NIK,

IKKf3 et p65 induit l'activité transactivatrice du promoteur de la GSTP1-1

alors qu'un dominant-négatif de IKBa inhibe fortement cette activité.

Le site NF-KB proximal ne fixe pas de facteurs de transcription de la

famille NF-KB.

Le site NF-KB distal fixe 2 complexes constitués d'un homodimère

p65/p65 et d'un hétérodimère p50/p65.

La mutation du site NF-KB distal réduit l'activité transactivatrice du

promoteur de la GSTP1-1.
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"Partie 3 : Etude de l'effet d'agents

chimiopréventifs sur l'expression de la GSTPl-l

La GSTP 1-1 a sou vent été corrélée au développement de la chimiorésistance dans les

cellules cancéreuses, limitant ainsi les effets des médicaments chimiothérapeutiques. Nous

avons montré dans cette étude et par des travaux précédemment effectués que les facteurs de

transcription AP-1 et NF-KB peuvent être impliqués dans la régulation de l'expression de la

GSTP1-1. Pour limiter les effets néfastes de la GSTPI-1 dans les cellules cancéreuses, des

inhibiteurs des facteurs de transcription AP-I et NF-KB peuvent être envisagés pour

développer un nouveau type de thérapies. Les agents chimiopréventifs sont des substances

naturelles ou synthétiques non toxiques permettant la suppression, le retard ou l'inversion de

la cancérogenèse sans effet secondaire (Kelloff, et al., 1994). De plus, la plupart des agents

chimiopréventifs décrits ont la capacité d'inhiber AP-I et/ou NF-KE. Il nous a paru intéressant

d'étudier l'effet de ces agents dans la lignée cellulaire K562 et sur l'expression de la GSTPI-1

pour déterminer si ces substances pourraient améliorer les traitements chimiothérapeutiques

classiques. Nous avons tout d'abord choisi d'étudier les effets de la curcumine qui est extraite

de la racine de Curcuma longa. En effet, la curcumine a souvent été décrite comme inhibant

les facteurs de transcription AP-I et NF-KB et ne présente pas de toxicité pour les cellules

saines, comme l'ont prouvé les tests cliniques. Cette substance paraît donc être un bon

candidat pour l'élaboration d'un nouvel agent anti-cancéreux.

1 - Effet de la curcumine

1.1 - Effet cytotoxique de la curcumine

Pour déterminer l'effet de la curcumine sur la viabilité des cellules leucémiques K562

et Jurkat, nous avons mesuré sa cytotoxicité après 24 h de traitement (Figure 41). La

curcumine induit la mort cellulaire dans ces 2 lignées. La mortalité cellulaire atteint 100% dès

10 ,uM pour la lignée Jurkat et dès 20 ,uM pour la lignée K562.

Dans la suite de nos travaux, nous utiliserons donc 20 ,uM et 10 ,uM de curcumine

pour les lignées K562 et Jurkat, respectivement.
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Figure 41: Test de cytotoxicité. Cellules des lignées K562 et Jurkat trait ées à la curcumine

pendant 24h.

La cytotoxicité a été mesurée par la techniq ue de mesure de LDH libérée dans le milieu . Le

pourcentage de cytotoxicité est calculé avec la formule: (mesure de l'activité LDH libérée /

mesure de l'activité LDH totale).
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1.2 - Effet de la curcumine sur l'expression de l'ARNm de la GSTPl-l

Nous avons ensuite voulu mesurer l'effet de la curcumine sur l'expression de la

eSTP1-1. Afin d'atteindre cet objectif, nous avons réalisé des expériences de Northern Blot

sur les cellules des lignées K562 et Jurkat après 24 h de traitement avec différentes

concentrations de curcumine (Figure 42 et 43).

Nous obtenons une forte diminution (-50 %) de l'expression de l'ARNm de la GSTP1­

1 lorsque les cellules de la lignée K562 sont cultivées avec 0,1 % de SVF, alors que nous

voyons l'expression de l'ARNm légèrement augmentée lorsque les cellules sont cultivées en

présence de SVF. La curcumine n'a par contre aucun effet sur l'expression basale de la

eSTP 1-1 indépendamment de la concentration en SVF dans les cellules Jurkat.

1.3 - Effet de la curcumine sur l'expression de la protéine GSTPl-l

Pour confirmer ces résultats, nous avons réalisé des expériences de Western Blot sur

les mêmes lignées cellulaires traitées pendant 24 h avec différentes concentrations de

curcumine. L'expression de la protéine GSTP 1-1 dans la lignée K562 est diminuée, alors

qu'elle n'est pas modifiée dans la lignée Jurkat (figure 44).

1.4 - Effet de la curcumine sur l'activation de l'expression de l'ARNm de la

GSTPl-l par le TNFa

Le TNFa est un activateur de NF-KB et potentiellement de AP-l. Nous avons voulu

induire l'expression de la eSTP1-1 car son promoteur contient non seulement un site TRE

mais aussi un site NF-KB. Comme nous l'avions montré précédemment (Partie 2.5), le

traitement de cellules de la lignée K562 par du TNFa pendant 8 h entraîne une augmentation

de l'expression de l'ARNm dès 0,5 ng/ml (Figure 45). Cette augmentation atteint un plateau à

5 ng/ml pour la lignée K562 alors que l'augmentation observée pour la lignée Jurkat est

dépendante de la concentration en TNFa. Dans les 2 lignées, la curcumine inhibe fortement

l'augmentation de l'expression de l'ARNm de la eSTP1-f par le TNFa.
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Figure 42: Etude de l'ARNm par Northern blot. Cellules de la lignée 1<562 traitées à la

cureumine 0, 1, 5 et 10 JiM pendant 24 h.

Des cellules non traitées, avec 0,1 % de SVF pendant 60h, sont témoins. (A) hybridation de la

sonde GSTP1-1 et coloration des sous-unités ribosomales au bromure d'éthidium. (B)

Représentation graphique de 3 expériences indépendantes. * : p < 0,05 par rapport au témoin.
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Fjgure 43: Etude de l'ARNm par Northern blot. Cellules de la lignée Jurkat traitées à la

curcumine 0, 0,5, 1 et 5 /-lM pendant 24 h.

Des cellules non traitées, avec 0,1 % de SVF pendant 60h, sont témoins. (A) hybridation de la

sonde GSTP1-1 et coloration des sous-unités ribosomales au bromure d' éthidium. (B)

Représentation graphique de 3 expériences indépendantes. * :p < 0,05 par rapport au témoin.
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Figure 44: Etude des protéines par Western hlot. Cellules des lignées K562 et Jurkat traitées à la

curcumine pendant 24 h.

Des cellules non traitées, avec 0,1 % de SVF pendant 60h, sont témoins. Hybridation de la

sonde OSTP1-1 et coloration des sous-unités ribosomales au bromure d'éthidium CA) de la

lignée K562 CB) de la lignée Jurkat.
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Figure 45: Etude de l'AUNm par Northern blot. Cellules des lignées K562 et Jurkat traitées au

TNFa 0,5,5, 10 et 20 ng/ml pendant 8h avec ou sans un prétraitement de 2h avec 10 pM de

curcumine,

Des cellules non traitées, avec 0,1 % de SVP pendant 60h, sont témoins. Hybridation de la

sonde eSTP1-1 et coloration des sous-unités ribosomales au bromure d' éthidium CA) de la

lignée K562, CB) de la lignée Jurkat.
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1.5 - Effet de la curcumine sur la fixation de AP-1 sur son site

Nous avons déjà observé qu'un traitement au TPA 100 nM pendant 2 h augmente de

façon significative (+ 80 % par rapport au témoin) la fixation du facteur de transcription AP-I

sur le site TRE de la eSTP1-1. Nous avons donc prétraité les cellules avec la curcumine

pendant 2 h, avant 2 h de traitement avec 100 nM de TPA, et étudié son effet sur la fixation de

AP-I sur son site par gel retard (figure 46).

Dans la lignée K562, nous observons que la curcumine inhibe nettement

l'augmentation de la fixation de AP-I à 10 ]lM, que ce soit sur le site TRE de la eSTP1-1 (-27

% par rapport au témoin) ou sur un site AP-I consensus (+ 12 % par rapport au témoin).

1.6 - Effet de la curcumine sur la fixation de AP-1 induite par le TNFa

Nous avons aussi voulu évaluer l'effet du TNFa sur la fixation du facteur de

transcription AP-I sur le site TRE de la eSTPl-T humaine dans des cellules de la lignée

K562. En effet, le TNFa peut aussi activer la fixation de AP-I sur le site présent sur le

promoteur de la eSTP1-1 ou sur un site consensus (Figure 47). De plus un prétraitement à la

curcumine inhibe fortement l'induction de la fixation de AP-I sur les deux sites.

1.7 - Effet de la curcumine sur la fixation de NF-KB induite par le TNFa

Le TNFa étant connu pour activer le facteur de transcription NF-KB, et la curcumine

pouvant inhiber ce même facteur, nous avons décidé d'étudier la fixation de ce facteur sur un

site consensus ou sur le site distal présent sur le promoteur de la eSTP1-} (Figure 48). Dans

la lignée cellulaire K562, le TNFa active la fixation de NF-KB sur le site consensus et sur le

site distal. Et nous observons que la curcumine inhibe fortement cette fixation.

Pour confirmer ces résultats, nous avons réalisé des expériences de gel retard sur la

lignée Jurkat (Figure 49). Dans tous les cas, la curcumine n'inhibe pas l'induction de la

fixation des facteurs de transcription par le TPA ou le TNFa, confirmant les résultats

précédemment obtenus en Northern blot et en Western blot.
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Figure 46: Etude de l'effet de la curcumine par gel retard. Cellules de la lignée K562 traitées au

TPA 100 nM pendant 2h avec ou sans prétraitement de 2h avec 0,5,1,5,10 pM de curcumine.

(A) Sonde -73 : site TRE de la eSTP1-1. (B) Sonde AP-1 consensus de la collagenase.

FN: Facteurs nucléaires

Des cellules non traitées, avec 0,1 % de SVF pendant 60h, sont témoins. Les flèches indiquent

le complexe induit.
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Figure 47: Etude de l'effet de la curcumine par gel retard. Cellules de la lignée K562 traitées au

l'NF a 0,5 ng/ml pendant 411 avec ou sans prétraitement de 211 avec l,Sou 10 pM de curcumine.

CA) Sonde -73. CB) Sonde AP-1 consensus.

Des cellules non traitées, avec 0,1 % de SVF pendant 60h, sont témoins. Les flèches indiquent

le complexe induit.
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Figure 48: Etude de l'effet de la curcumine par gel retard. Cellules de la lignée K562 traitées au

TNF a 0,5 ng/ml pendant 411 avec ou sans prétraitement de 211 avec 5, 10 ou 20 JtM de

curcumine.

(A) Sonde NFkB D. (B) Sonde NFkB consensus.

Des cellules non traitées, avec 0,1 % de SVF pendant 60h, sont témoins. Les flèches indiquent

le complexe induit.
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Figure 49: Etude de l'effet de la curcumine par gel retard. Cellules de la lignée Jurkat traitées

au TPA 100 nM ou au TNFa 20 ng/ml pendant 211 avec ou sans prétraitement de 211 avec 0,5,1,

5, 10 pM de curcumine.

(A) Cellules traitées au TPA mise en présence de la sonde -73. (B) Cellules traitées au TPA

mise en présence de la sonde AP-1 consensus de la collagénase. (C) Cellules traitées au

TNFa mise en présence de la sonde NF-KB consensus. Des cellules non traitées, avec 0,1 %

de SVF pendant 60h, sont témoins. Les flèches indiquent le complexe induit.
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1.8· Effet de la curcumine sur les marqueurs de l'apoptose

Pour 'démontrer que la mort cellulaire induite par la curcumine est bien due à

l'apoptose, nous avons traité les cellules de la lignée K562 avec 20 flM de curcumine pendant

0,6, Il,24 et 32 h (Figure 50). Des Western blots réalisés avec des anticorps anti-pro-caspase

8 et 9 et anti-PARP (Poly (ADP-ribose) polymerase) nous montrent que le taux de pro­

caspase 8 et 9 diminue fortement tandis que les caspases apparaissent. De plus, on voit que la

PARP est dégradée de façon significative au cours du temps, ce qui confirme un effet pro­

apoptotique de la curcumine dans les cellules leucémiques K562 et Jurkat.

1.9· Effet de la curcumine sur la transactivation d'un 2ène rapporteur

Enfin, nous avons voulu déterminer comment agissent le TNFa et la curcumine. Pour

cela, nous avons transfecté des cellules de la lignée K562 avec différents plasmides

d'expression (Figure 21):

-pGSTNFkB : plasmide contenant 5 répétitions du site NF-kB distal de la GSTP1-1

-p-97 : plasmide contenant le promoteur de la GSTP1-1 jusque -97. Les sites Sp l, AP-

l et NF-kB like sont présents.

-p-396: plasmide contenant le promoteur de la GSTPl-l jusque -396. Les sites SpI,

AP-l, NF-kB like et NF-kB distal sont présents.

-p-1175: plasmide contenant le promoteur de la GSTP1-1 jusque -1175. Les sites

SpI, AP-l, NF-kB like et NF-kB distal sont présents.

18 h après avoir été transfectées les cellules sont traitées au TNFa 0,5 ng/ml pendant 8

h, avec ou sans pré-traitement de 2 h à la curcumine 10 flM.

Dans tous les cas (pGSTNFkB, p-97, p-396 et p-1175), nous observons une forte

induction de l'expression après traitement au TNFa, bien que le plasmide pGSTNFkB montre

une activation considérablement plus forte (125 fois) par rapport aux autres plasmides (5 fois)

(Figure 51).

Les cellules traitées à la curcumine et transfectées par les constructions du promoteur

de la GSTP1-1 présentent une légère diminution de l'expression du plasmide par rapport à

l'expression basale (-20 %). De plus, la curcumine inhibe complètement l'activation due au

TNFa à un niveau plus faible qu'après un traitement à la curcumine seule (-50 % par rapport

au niveau basal), ce qui est concordant avec le fait que la curcumine est un inhibiteur de NF­

kB et de AP- 1.
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Figure 50: Mise en évidence de l'apoptose par Western blot, Cellules de la lignée K562 traitées à

la curcumine 20 ]lM.

(A) Hybridation avec les anticorps anti-pro-caspase 8, -pro-caspase 9 et -f3-actine (B)

Hybridation avec les anticorps anti-PARP et -B-acüne.

Des cellules cultivées avec 10 % de SVF (T+SVF) et avec 0,1 % de SVF pendant 60h (T)

sont témoins. C+, C-: HL60 traitées ou non à l'etoposide (contrôle positif et négatif de

l' apoptose).
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Figure 51: Etude de l'effet de la curcumine par transfection. Cellules de la lignée K562

transfectées et traitées au TNF a 0,5 ng/ml, curcumine 10]lM ou TNF a + Curcumine.

A) Transfection avec le plasmide pGSTNF-KB. B) Transfection avec les plasmides p-97, p­

396 ou p-1175.
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En effet, non seulement ces deux facteurs de transcription peuvent entrer en compte

dans l' activation de l'expression par le TNFa, mais aussi de l'activité basale des

constructions.

Quant aux cellules transfectées par pGSTNFkB, la curcumine n'inhibe pas l'expression basale

du plasmide, mais bloque fortement l'activation due au TNFa (-84 %) tout en restant à un

niveau plus élevé que le niveau basal (20 fois). Ces résultats suggèrent que le mode d'action

de la curcumine est plutôt dirigé vers AP-l que vers NF-kB.

2 - Effets d'autres agents chimiopréventifs

Afin de généraliser les résultats obtenus avec la curcumine, nous avons utilisé d'autres

agents chimiopréventifs dans les cellules K562 et U937: le resvératrol, le ~-lapachone, le

trans-anéthole, l'émodine, la capsaïcine, la sanguinarine et la silymarine. Nous avons réalisé

des expériences de transfection transitoire et de gel retard.

2.1 - Effet du resvératroI

Nous avons tout d'abord réalisé des expériences de transfection transitoire dans les

cellules de la lignée K562 avec le plasmide exprimant la luciférase sous contrôle de 5

répétitions du site NF-KB consensus (p-CKB) ou du promoteur de la GSTPl-l (p-GSTNF­

KB). Les cellules sont prétraitées au resvératrol 20, 50 ou 100 ]lM pendant 2h avant un

traitement au TNFa 20 ng/ml pendant 8h. Nos résultats montrent que le resvératrol, connu

pour inhiber NF-KB et AP-l, a un effet plutôt activateur de l'expression de la luciférase en

présence comme en l'absence de TNFa quel que soit le plasmide transfecté (Figure 52). Nous

avons ensuite confirmé ces résultats grâce à des expériences de gel retard qui nous montrent

que le resvératrol n'inhibe ni la fixation de AP-I ni celle de NF-KB sur leur site (Figure 53).

Dans le modèle cellulaire que nous avons utilisé, le resvératrol ne présente pas d'effet

similaire à la curcumine contrairement aux résultats de la littérature.
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Figure 52: Etude de l'effet du resvératrol par transfections. Cellules de la lignée K562

transfectées et pré-traitées avec 20, 50 ou 100 ]lM de resvératrol, puis traitées ou non au TNFa

20 ng/mI.

(A) Transfection du plasmide p-CKB. (B) Transfection du plasmide p-GSTNF-KB.
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Figure 53: Etude de l'effet du resvératrol par gel retard. Cellules de la lignée K562 traitées au

TPA 100 nM ou au TNFa 20 ng/ml pendant 211 avec ou sans prétraitement de 2h avec 5,10,20

pM de resvératrol.

CA) Cellules traitées au TNFa mise en présence des sondes NF-KB. CB) Cellules traitées au

TPA et mise en présence des sondes AP-1.

Des cellules non traitées, avec 0,1 % de SVF pendant 60h, sont témoins. Les flèches indiquent

le complexe induit.
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2.2 - Effet des autres al:ents chimiopréventifs

Nos résultats montrent que les différents agents chimiopréventifs que nous avons

utilisés ont des actions différentes au niveau de la fixation de AP-I, NF-KB ou de l'expression

de la luciférase (Figures 54 à 56). Seuls les agents 13-lapachone, émodine, sanguinarine et

silymarine ont un effet sur la fixation de NF-KB induite par le TNFa. De plus, l'émodine et la

silymarine font disparaître la bande que nous avons décrite comme étant non-spécifique et

n'ont pas d'effet sur les bandes correspondant à NF-KE.

D'autre part, seules l'émodine et la sanguinarine inhibent légérement la fixation de AP­

l induite par le TNFa.

Enfin, les agents 13-lapachone, émodine, sanguinarine et capsaïcine réduisent l'activité

luciférase sous le contrôle de 5 répétitions du site NF-KB du promoteur de la eSTP1-1 induite

par le TNFa.

En résumé, le tableau XI présente l'effet de chaque agent chimiopréventif sur la

fixation de NF-KB et AP-I sur leur site, ainsi que leur effet sur l'expression de la luciférase

sous le contrôle du promoteur de la eSTP1-1.

Tableau XI: Effet des différents agents chimiopréventifs.

13-lapachone +++ +++

Trans-anéthole

Emodine +++ +++ +++

Sanguinarine +++ +++ ++

Capsaïcine ++

Silymarine +

+: Inhibition, -:Pas d'effet.
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TNF a (20 ng/ml) : - + + + + + + + +

Agent: - 1 2 345 6 7

TNF a (20 ng/ml) : - + + + + + + + +

Agent: - 1 2 3 4 5 6 7

Figure 54: Etude de l'effet d'agents chimiopréventifs par gel retard. Cellules de la lignée K562

traitées au TNFa 20 ng/ml pendant lh avec ou sans prétraitement de 2h avec des substances

chimiopréventives.

(A) Sonde NF-KB consensus. (B) Sonde NF-KB distal.

Des cellules non traitées, avec 0,1 % de SVF pendant 60h, sont témoins.

1: ~-lapachone 5 }lM, 2: trans-anéthole 1 mM, 3: émodine 50 }lg/ml, 4: sanguinarine: 5 }lM,

5: leflunomide 10 }lM, 6: capsaïcine 300 }lM, 7: silymarine 50}lM. Les flèches indiquent les

complexes induits.

- 154 -



TNF a (20 ng/ml) : - + + + + + + + +

Agent: - 1 2 3 4 5 6 7

TNF a (20 ng/ml) : - + + + + + + + +

Agent: - 1 2 3 4 5 6 7

Figure 55: Etude de l'effet d'agents chimiopréventifs par gel retard. Cellules de la lignée K562

traitées au TNFa 20 ng/ml pendant 1h avec ou sans prétraitement de 2h avec des substances

chimiopréventives.

(A) Sonde AP-1 -73. (B) Sonde AP-1 consensus.

Des cellules non traitées, avec 0,1 % de SVF pendant 60h, sont témoins.

1: ~-lapachone 5 ]lM, 2: trans-anéthole 1 mM, 3: émodine 50 ]lg/ml, 4: sanguinarine: 5 ]lM,

5: leflunomide 10 ]lM, 6: capsaïcine 300 ]lM, 7: silymarine 50]lM. Les flèches indiquent les

complexes induits
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Figure 56: Etude de l'effet d'agents chimiopréventifs par transfections. Cellules de la lignée

K562 transfectées et traitées au TNFa 20 ng/ml pendant lh avec ou sans prétraitement de 2h

avec des substances chimiopréventives.

Des cellules non traitées, avec 0,1 % de SVF pendant 60h, sont témoins. *: p < 0,01 par

rapport au traitement au TNFu.
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2.3 - Effet de la curcumine sur l'induction de cellules K562 par le TNFa

Afin de mettre en évidence les variations au niveau du génome entier suite au traitement par

un des agents chimiopréventifs, la curcumine, nous avons réalisé des hybridations de

microarrays. Des cellules de la lignée K562 sont traitées avec 20 ng/ml de TNFa avec ou sans

pré-traitement à la curcumine. Nous avons réalisé l'hybridation de 12 microarrays en

comparant des cellules non-traitées avec des cellules traitées au TNFa avec ou sans pré­

traitement à la curcumine. L'utilisation d'un marquage fluorescent vert ou rouge nous permet

de comparer 2 traitements sur une même lame (Figure 57). Nos résultats montrent que de

multiples gènes sont régulés par le TNFa et la curcumine. Les analyses statistiques de ces

résultats nous révèlent que sur les 22 000 gènes humains hybridés, 8000 sont exploitables

(certains gènes n'étant pas exprimés dans la lignée cellulaire utilisée, d'autres n'ayant pas été

correctement hybridés sur toutes les microarrays... ) et 500 montrent des modifications

d'expression significatives entre les cellules non-traitées (T) et les cellules traitées au TNFa

avec (TNF-Cu) ou sans (TNF) pré-traitement à la curcumine (Figure 58).

Les variations les plus intéressantes concernent la régulation des gènes codant les protéines du

choc thermique. Ces résultats sont cependant préliminaires, il faudra assurer ces résultats par

d'autres expérimentations, comme des RT-PCR ou PCR quantitatives.

- 157 -



A. B.

Figure 57: Hybridation de microarray. Cellules de la lignée K562 traitées au TNFa avec ou sans

pré-traitement à la curcumine,

Cette figure représente une microarray entier (A) avec un agrandissement (B). L'analyse des

résultats se fait en comparant l'intensité de la coloration verte (échantillon Nol) par rapport à

la coloration rouge (échantillon No 2).
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AK001144 Similarto TRANSCRIPTION FACTOR COE2 (EARLY B-CELL FACTOR 2) (EBF-2) (OLF- 75 COE2 343814 1,20 5,55 5,55
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NMOO7352 Elastase 38 , pancreatic 538 ELA3B 183854 -1,02 5,30 5,38
AB028992 KIM1069 protei n 344 KlAA1059 193143 -1,00 5,19 5,21
NM003332 TYRO protein tyros ine kinase bind ing protein 215 TYROBP 9953 -1,40 3,72 5,20
AL021327 Human DNA sequence from PAC 1240 9 on chromosome 6q21 . Contains DNAJ2 (HDJ1) 505 248071 -1,29 3,99 5,14
NM004281 8Cl2·associated athanogene 3 581 BAG3 15259 -1,38 3,58 4,95
AK021603 Homo sap-enscDNA FU 1154 1 fis. clone HEMBA 1002780 791 287421 1,10 5,42 4,93
BC011548 Homo saple ns. clone lMAGE:4303615, mRNA. part ial cds 105 344095 1,18 5,58 4,83
AY007125 Homo sep tens clone CDA BP0028 mRNA sequence 166 24435 1,01 4,57 4,52

1 P-values Standa rd Errors
oTNF vs T oTNF Cu vs T oTNF Cu vs TNF seTNF vs T seTNF Cu vs T seTNF Cu vs TNF

0,14251 0,00011 0,00005 1,24 17,07 39,14
0,02387 0,00000 0,00000 0,28 6 ,07 9,46
0,08792 0,00000 0,00000 0,11 2,27 2,68
0,09406 0,00000 0,00000 0,10 1,92 2,20
0,02284 0,00000 0,00000 0,29 1,73 3,01
0 ,04577 0,0000 0 0,00000 0,11 1,04 1,25
0,75383 0,00000 0,00000 0,24 2,82 3,02
0,00791 0,00000 0,00000 0,21 1,00 1,55
0,84066 0,00000 0,00000 0,23 2,55 2,84
0,15840 0,00003 0,00005 0,31 2,78 2,00
0,25102 0,00005 0,00012 0,44 4,37 3,11
0,04789 0,00000 0,00000 0,13 0,57 0,65
0,65100 0,00000 0,00000 0,21 1,37 1,26
0,77244 0,00000 0,00000 0,14 0,78 0,81
0,37051 0,00002 0,00002 0,25 1,41 1,05
0,66657 0,00014 0,0001 1 0,28 1,40 1,14
0,143 17 0,0000 1 0,00000 0,17 0 ,56 0 ,74

0,90673 0,00000 0,00000 0,15 0,76 0,78
0,98531 0,00000 0,00000 0,13 0,67 0,72
0,02029 0,00000 0,00000 0,18 0,47 0,66
0,00502 0,00000 0,00000 0,09 0,28 0,37
0,01029 0,00000 0,00000 0,15 0,38 0,52
0,46108 0,00000 0,00000 0,14 0,77 0,64
0,42801 0,00001 0,00002 0,25 1,22 1,04
0,90210 0,00000 0,00000 0,08 0,36 0,36

Figure 58: Hybridation de microarray. 25 premiers résultats significatifs.

Ce tableau compare l'expression des gènes dans les différents échantillons (T: témoin, TNF: TNFa 20 ng/ml, TNF-Cu: TNFa 20 ng/ml +

curcumine 20 u.M) et donne la valeur de p (p-values) et de l'écart type (standard errors).
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"
La curcumine agit comme un agent anti-cancéreux puissant dans les

cellules leucémiques K562:

La curcumine induit l'apoptose dans des cellules leucémiques par les

voies mitochondriale et des récepteurs.

La curcumine inhibe l'expression basale et induite par le TNFa de

l'ARNm de la GSTPI-I.

La curcumine inhibe l'expression basale de la protéine GSTPl-l.

La curcumine inhibe la fixation des facteurs de transcription AP-l et

NF-KB sur les sites consensus et les sites présents dans le promoteur de la

GSTPI-l.

Au niveau du génome, la curcumine induit la variation d'un nombre

élevé de gènes et plus particulièrement les protéines du stress thermique ou

heat shock proteins.
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Partie 1: Etude de l'implication de la voie du stress et de la

prolifération

Effet du TPA et des métaux lourds

Nos résultats montrent que, bien que le promoteur de la GSTP1-1 possède un site de

réponse au TPA pouvant fixer des facteurs de transcription de la famille AP-l tels que c-Jun

et FraI (Borde-Chiche, et al., 2üüla), les activateurs traditionnels de ce site tels que le TPA

ou le chlorure de cadmium n'induisent pas l'expression de ce gène.

Nous avons en effet montré que le TPA a, d'une part, un effet plutôt inhibiteur sur

l'expression de l'ARNm de la GSTP1-1 dans la lignée K562 (figure 23. page 104). D'autre

part, ce traitement n'a aucun effet sur l'expression de l'ARNm des lignées Jurkat, U937 et Raji

(figure 24, page 105) et sur l'expression de la protéine dans les lignées K562 et Raji (figure

25, page 107). Ces résultats sont en accord avec le fait que l'activation du gène humain de la

GSTP1-1 par le TPA n'a jamais été démontrée. Lin et al. montrent d'ailleurs que le TPA n'est

pas suffisant pour activer la GSTP1-1 dans la muqueuse buccale du hamster (Lin, C. C, et al.,

1999a). D'un autre côté, si Hales et Huang réussissent à activer la transcription de la OST Yp

du rat par le TPA, ils montrent que des régulations post-transcriptionnelles maintiennent

stable le niveau de transcrits (Hales et Huang, 1994). Par ailleurs, bien que Nguyen et al.

décrivent une activation du gène de la GSTYa du rat par le TPA, ils montrent que ce sont des

facteurs autres que AP-l qui se fixent sur le promoteur (Nguyen, et al., 1994). Piu et al.

découvrent que JDP-2, facteur de la famille AP-l, a un effet inhibiteur sur l'expression d'un

gène, comme p53, par sa fixation sur la séquence cible de réponse au TPA (Piu, et al., 2001).

Le fait que le TPA conduise à une légère augmentation de l'expression de la protéine

dans la lignée Jurkat (figure 25, page 107) est en accord avec des régulations post­

transcriptionnelles. La toxicité du traitement pour les cellules de la lignée U937 (tableau VI)

pourrait expliquer la baisse d'expression de la protéine (figure 25. page 107).

D'autre part, nous avons montré une diminution de l'expression de l'ARNm de la

GSTP1-1 après traitement au chlorure de cadmium sur les lignées K562, Jurkat (figure 26,

page 109). Ce traitement n'a aucun effet dans la lignée Raji (Figure 26. page 109). Danno et

al. ont déjà découvert que le chlorure de cadmium n'a aucun effet sur l'expression de RBM3,

une protéine impliquée dans la réponse au froid, dans une lignée de cellules K562 (Danno, et

al., 1997). Hiraiwa et al. précisent que le chlorure de cadmium a un effet activateur

comparable au TPA sur l'expression du gène Fuc-T VII, dans la lignée Jurkat (Hiraiwa, et al.,
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1997). D'après Matsuoka et al. la quantité de JNK phosphorylée ainsi que l'activité de la JNK

(phosphorylation de c-jun) augmentent notablement après un traitement au chlorure de

cadmium de cellules épithéliales de rein (LLC-PK 1) (Matsuoka et Igisu, 1998, Matsuoka, et

al., 2000).

De plus, des traitements au nitrate de plomb et à l'acétate de plomb de cellules de la

lignée K562 n'ont aucun effet sur l'expression de l'ARN de la GSTP1-1 (figure 27, page 1 11),

alors que Roomi et al. montrent que le plomb induit l'expression de la GSTP 1-1 chez le rat

(Roomi, et al., 1987). Koo et al. ajoutent que le plomb régule l'expression de cette protéine au

niveau transcriptionel, post-transcriptionel et post-traductionel (Koo, et al., 1994). Suzuki et

al., 1996 découvrent néanmoins que cette induction nécessite l'enhancer I (GPE!), présent

dans le promoteur de la GSTP1-1 du rat et absent chez l'homme (Suzuki, et al., 1996). Nos

résultats montrent que les gènes de rat et humain répondent différemment à un traitement au

plomb.

Les traitements à l'arsenite de sodium inhibent légèrement l'expression de l'ARN de la

GSTP1-1 de cellules de la lignée K562 (figure 28, page 112). Chen et al. ont découvert que le

traitement de cellules à l'arsenic conduit à une déplétion en S-adénosylméthionine, c'est-à-dire

à une hypométhylation de l'ADN (Chen, H., et al., 2001a). Nous avons déjà vu au laboratoire

que le taux de méthylation du gène de la GSTP1-1 est un facteur important de sa régulation

(Borde-Chiche, et al., 2001 b) et nos résultats ne démontrent pas que l'arsenite induise une

hypométhylation dans notre modèle. En effet l'hyperméthylation du gène de la GSTP1-1

inhibe son expression. Par contre Cavigelli et al., 1996 découvrent que l'expression de c-jun et

c-fos sont induites par l'arsenite (Cavigelli, et al., 1996). Wesselborg et al. ajoutent que

l'arsenite induit p38 mais pas NF-KB (Wesselborg, et al., 1997). Les différentes voies de

signalisation sont donc régulées différemment par l'arsenite et l'effet de l'arsenite sur

l'expression de la GSTP 1-1 peut être dû à une modulation de ces différentes voies.

Les métaux lourds comme le zinc et le cadmium ont cependant un effet positif sur

l'activité des GST chez la larve de Spodoptera exigua exposée à ces substances,

l'augmentation de l'activité GST étant corrélée avec la concentration en métaux lourds (KafeI,

et al., 2003). Struzynska et al. montrent qu'un traitement de rats Wistar adultes par du plomb

augmente l'activité et la quantité de GST présente dans l'hippocampe et le cervelet mais pas

dans le pro-encéphale (Struzynska, et al., 2002). Ils suggèrent une susceptibilité au plomb

tissu-spécifique qui pourrait expliquer nos résultats.
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Cependant, une autre équipe montre que si la GSTP1-1 n'est pas induite par le platine

après 24 h, une exposition chronique des cellules cancéreuses de poumon au platine pendant

au moins un Illois augmente l'expression de la GSTP1-1 de façon significative (Oguri, et al.,

2000).

Il semble évident que les sites de réponse au TPA et aux antioxydants sont apparentés

mais il n'est cependant pas possible de dire jusqu'à quel point. Le site contenu dans le

promoteur de eST?1-1 a été montré comme étant essentiel à la transcription basale de la

eST?1-1. Il a toujours été décrit comme un site de réponse au TPA mais jamais comme

répondant au TPA, bien qu'on ait pu démontrer une augmentation de la fixation de c-]un et

l'augmentation de l'expression d'un gène rapporteur contrôlé par le promoteur de la eST?1-1.

Par ailleurs, ce site répond à des traitements aux antioxydants comme le tBHQ ou l'eau

oxygénée. Cependant, bien qu'il fixe NFE2, il ne fixe ni MafK, ni Nrfl, 2 (Borde-Chiche, et

al., 200 la). Une des hypothèses avancées pour expliquer ces résultats est une interaction avec

d'autres facteurs de transcription fixés sur des sites proches. Moffat et al décrivent le site NF­

KB like comme un répresseur. Le facteur NF-KB fixé sur son site interagirait avec AP-1 et

l'empêcherait ainsi de se fixer (figure 9, page 35) (Moffat, et al., 1996a). Cependant, les

auteurs suggèrent que le rôle répresseur de NF-KB empêcherait la fixation de facteurs de

transcription sur le site AP-1 dans les lignées n'exprimant pas la GSTP 1-1. Cependant, nous

avons montré que ce site NF-KB n'est pas fonctionnel dans notre modèle cellulaire. De la

même manière Chen et Ramos montrent une répression de AP-1 par le facteur Ah chez le rat

(Chen, Y. H. et Ramos, 2000). Le gène de la GST-Ya de rat présente différents sites

fonctionnels dont un site AhRE et un site de réponse aux antioxydants contenant un site

CIEBP. Les auteurs montrent que le site C/EBP contenu dans le site de réponse aux

antioxydants limite l'inductibilité du site voisin AhRE. Ils montrent aussi que le facteur de

transcription CIEBP ~ est un répresseur de AhRE et du site de réponse aux antioxydants en

interagissant avec ces 2 sites. Enfin ils découvrent que le facteur Ah a lui aussi une activité

inhibitrice du site de réponse aux antioxydants. Le gène de la eST?1-1 humaine contient lui

aussi un site de réponse aux antioxydants (ou de réponse au TPA) et plusieurs sites Ah. Une

telle interaction et inhibition serait donc possible et pourrait expliquer que le TPA n'induit pas

l'expression du gène, bien que les sites Ah soient éloignés du site de réponse au TPA sur le

promoteur du gène de la eST?1-1. Harris et al. proposent une alternative: dans le promoteur

du gène de la FGF-2 humaine est présent un site AP-1 (Harris, et al., 2000). Ce site est inhibé
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par la présence d'une E-box, qui fixerait des éléments répresseurs. Il est possible qu'un tel site

soit présent sur le promoteur que nous étudions, inhibant ainsi l'activation par le TPA.

D'autre part, la littérature montre différents effets du TPA sur des ARNm au niveau

post-transcriptionel (Tableau XII). Nous nous apercevons ainsi que le TPA peut n'avoir aucun

effet, un effet stabilisateur ou déstabilisateur. Non seulement le TPA peut avoir des effets

différents selon l'ARNm étudié, mais son effet peut aussi être différent suivant la lignée

cellulaire utilisée. En effet l'ARNm de E2FI est fortement déstabilisé par le TPA dans des

kératinocytes humains, alors qu'il n'a une demi-vie que très légèrement diminuée dans des

cellules SCC25 (lignée de cellules de carcinomes résistantes à un inhibiteur de croissance)

(Saunders, et al., 1998).

Tableau XII: Effet du TPA sur la stabilité de différents ARNm.

Gène Lignée cellulaire Effet du l'PA sur la Référence
stabilité des ARNm

CFI (Complement HepG2 -. (Minta et Fung, 1999)
factor I)
AQP4 (Aquaporine 4) Astrocytes de rat en culture --. (Nakaharna, et al., 1999)
Récepteur A2a à SH-SY5Y _.)- (Peterfreund, et al., 1997)
l'adénosine
ODC (Ornithine Cellules d'hépatome de rat --. (Butler, et al., 1991)
décarboxylase)

Ribonucléotide COS7, BALB/c 31'3 '. (Chen, F. Y., et al., 1993,
réductase RI 1994)
Ribonucléotide BALB/c 31'3 .... (Arnara, et al., 1994)
réductase R2
LDH A (Lactate Cellules de gliome de rat C6 .... (Huang, D., et al., 1995)
déshydrogénase A)
TIMP (Inhibiteur U937 .... (Shapiro, et al., 1993)
tissulaire des
métalloprotéines)
E2Fl Kératinocvtes humains ........ (Saunders, et al., 1998)

SCC25 -,

GSTa HepG2 .... (Eickelmann, et al., 1995)

Sous-unité alpha des Cellules surrénales chromaffines /' (Yanagita, et al., 1999)
canaux à sodium
iNOS (nitric oxyde Hépatocytes primaires néonatales /v (Menegazzi, et al., 1996)
synthase inductible) de rat
SP-B (Superfactant v (Pryhuber, et al., 1994)
protéine B)

IL·2 (Interleukine 2) Lymphocytes l'activés ,," (Bill. et al., 1994)
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Quant aux GST, il a été montré que les ARNm de classe alpha sont déstabilisés par le

TPA dans des cellules HepG2 (Eickelmann, et al., 1995). La stabilité des ARNm de la

GSTP1-1 a été mesurée dans une lignée de cellules HS578T et est supérieure à 24 h (Morrow,

et al., 1992). Nos résultats montrent que la durée de vie des ARNID de la GSTP1-1 varie d'une

lignée à l'autre et n'est pas influencée par le TPA (Tableau X).

Pour cette partie des résultats, nous pouvons conclure que le gène de la GSTP1-1 se

comporte différemment malgré les homologies de séquence qui existent entre les différents

gènes (Figure 59, page 167). Les inducteurs typiques comme le TPA et les métaux lourds

régulent de façon différentielle le même gène chez les rongeurs et chez l'homme. Pour la

famille des gènes de la GST, les modes de régulation ne sont donc pas simplement

transmissibles de l'animal à l'homme. Dans la mesure où les GST font partie de la phase 11

des mécanismes de métabolisation des xénobiotiques, des résultats impliquant la

détoxification d'un médicament obtenus expérimentalement chez le rat ne sont donc pas

directement utilisables pour l'homme.

Les raisons peuvent être multiples. Dans ce travail, nous venons de mettre en évidence

des différences fondamentales en ce qui concerne les voies de transduction du signal et des

voies de régulation transcriptionnelles. Un des objectifs pour la suite de ce travail sera de

comparer les voies des MAP kinases et des voies de l'inflammation entre le rongeur et

l'homme afin de déterminer les principales différences au niveau de la régulation

intracellulaire

Ensuite, la plupart des résultats trouvés chez le rongeur ont été obtenus avec des

modèles cellulaires impliquant le foie ou des lignées cellulaires cancéreuses correspondant à

ce tissu .. nos résultats montrent que le modèle de cellules leucémiques en culture que nous

étudions n'est pas régulé d'une façon comparable. En perspective, nous devrons, à l'avenir,

étudier les mécanismes de régulation de la GSTP1-1 dans un tissu autre que le sang afin de

pouvoir généraliser nos résultats et mettre en évidence des différences tissu- et/ou espèce

spécifiques.
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Figure 59: Comparaison de la structure des promoteurs des GSTP1-1 humaine, de GSTP de rat

et de GST Ya de rat.
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Nos résultats précédents avaient montré une inductibilité in vitro du site AP-I du gène

de la GSTP1-1 plus particulièrement par les techniques de gel retard et de transfection

transitoire. Un objectif pour l'avenir sera de cloner des fragments plus importants du

promoteur de la GSTP 1-1 humaine et de chercher des éléments régulateurs à effet inhibiteur

de façon à comprendre définitivement le fonctionnement du site AP-1 pourtant essentiel pour

l'expression de la GSTP1-1. Les quatre sites du récepteur Ah, que nous avons récemment mis

en évidence en utilisant l'outil d'analyse informatique, pourraient également être de bons

candidats pour une étude à la suite de cette thèse.

A notre connaissance, ces résultats montrent pour la première fois que le gène de

la GSTPl·l humaine est régulé de façon négative par les métaux lourds contrairement

aux nombreuses études ayant porté sur le gène de rongeur correspondant.

Rôle de AP-l dans la régulation de la GSTPl-l

Afin de déterminer si les voies de transduction du signal menant à l'activation de AP-l

et de NF-KB sont impliquées dans la régulation basale de la GSTP1-1, nous avons réalisé des

expériences de co-transfection de vecteurs exprimant les protéines impliquées dans les

différentes voies de transduction et un vecteur rapporteur exprimant la luciférase sous le

contrôle du promoteur de la GSTP1-1 (Figures 31, page 118 et 39, page 132).

Schiff et al. montrent que les tumeurs de sein résistantes au tamoxifène présentent une

activité GST augmentée parallèlement à une expression accrue de AP-l sans que sa

composition ou sa capacité de fixation à l'ADN soient modifiées (Schiff, R., et al., 2000). De

plus, la Sm28GST, la GST de Schistosoma mansoni, de la même manière que la GSTPI-I,

possède un site de fixation des facteurs de transcription AP-l qui est essentiel à l'expression

de cette enzyme induite par le TPA (Serra, et al., 1997). En effet, Di Simone et al. décrivent le

rôle de AP-l dans l'activation de la GSTP1-1 dans les cellules plasmatiques (Di Simone, et

al., 1997).

Pour connaître le rôle de AP-l dans la régulation basale de la GSTP l-I , nous avons

utilisé un inhibiteur spécifique de la phosphorylation de AP-l (Figure 32. page 119). Le

SP600125 a été découvert par le screening d'une bibliothèque de substances potentiellement

inhibitrices de la JNK, kinase activant AP-l. En fait, il a été montré que le SP600 125 bloque

l'activation de c-Jun et sa fixation sur l'ADN (Shin, et al., 2002). Cette substance inhibe aussi
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les gènes d'inflammation COX-2, IL-2, IFN-y et TNFa (Bennett, et al., 2001). De plus, il a

récemment été mis en évidence que cet inhibiteur a la capacité d'induire l'expression de gènes

dépendants Ge CREB. La phosphorylation de CREB ainsi que l'activité de p38 sont

augmentées par des concentrations de SP600125 capables d'inhiber c-Jun (Vaishnav, et al.,

2003). Nous observons dans cette étude une diminution significative de l'expression de la

GSTPl-1 probablement due à l'inhibition de la fixation de AP-l sur le site TRE du promoteur

de la GSTPl-l.

Effet d'agents chimiothérapeutiques sur l'expression de la GSTPI-I

L'hybridation de la macroarray "Cancer cell line" (Becton Dickinson) nous montre

principalement que les effets des différentes substances et traitements sont cellules­

spécifiques même si certains types cellulaires réagissent de façon similaire (Figures 29 et 30,

pages 115-116). On remarque que dans certaines lignées, comme les carcinomes de colon,

l'expression de la GSTPl-1 a tendance à être inhibée par plusieurs traitements, alors que dans

d'autres lignées comme les cellules de glioblastome U-87 MG ou les cellules

d'adénocarcinome du rein ACHN, l'expression de la GSTP1-1 est augmentée par différentes

substances.

Dans des kératinocytes de rat, l'expression de l'isoforme majoritaire GSTP est

significativement diminuée 24 h après une irradiation aux UVB à 40mJ/cm2
• Il semble que

cela ne soit pas corrélé à la modification des taux de c-Jun et c-Fos qui subissent une

activation transitoire avant d'être fortement diminués (Nakano, et al., 1997). Cependant

l'expression de la GSTP de rat est sous le contrôle du GPEI situé dans le promoteur, mais qui

n'existe pas dans le promoteur de la GSTP 1-1 humaine. Nos résultats ne montrent pas de

changement significatif après traitement aux UV.

Les protéines du choc thermique, les Hsp, semblent être liées aux GST. En effet, la

phosphorylation de la GSTA4-4 permet sa liaison à la molécule chaperone Hsp70 et sa

localisation mitochondriale dans des cellules COS (Robin, et al., 2003). Chez le rat, la liaison

de la GST3-3 à Hsp90 dépend fortement du polymorphisme de la GST (Mayama, et al.,

2003). De plus, après un choc thermique, la GSTMI libère ASKI permettant ainsi son

activation (Dorion, et al., 2002). Par contre, la thiredoxine ne libère pas ASKI après le même

traitement. En fait, un choc thermique induit l'activation des GST en parallèle avec une

activation des Hsp 27 et 72 et une inhibition de l'apoptose (Gibbons, et al., 2000). Fortin et al.

montrent que l'expression de Hsp27 ne varie qu'avec l'expression de la GSTPI-1 et avec la
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chimiorésistance (Fortin, et al., 2000). Il semble que l'expression de Hsp27, GSTP1-1 et LRP,

qui varient dans le même sens, soit associée à l'échec d'un traitement chimiothérapeutique

pré-opératoire (Uozaki, et al., 1997). Nos résultats nous montrent que la GSTP 1-1 est

augmentée de 10, 2 fois dans les cellules de glioblastome U-87 MG alors que dans les cellules

de carcinome de la prostate DU 145, on observe une diminution de 5 fois de l'expression de la

GSTP 1-1 après un choc thermique.

Le stress oxydant peut avoir différents effets sur la GSTP 1-1: l'induction de sa

transcription ou sa polymérisation. L'induction de son expression est une forme de protection

de la cellule contre le stress oxydant alors que le second va permettre la libération de la JNK

et l'induction de l'apoptose. L'étoposide induit la polymérisation de la GSTP1-1 et l'induction

de l'apoptose dans les cellules de neuroblastome humain SH-SY5Y (Bernardini, et al., 2002).

Nos résultats montrent que l'étoposide est capable d'inhiber l'expression de la GSTP1-1 à 90

% dans des cellules de carcinome de colon HCTI16.

Lors de l'acquisition de la résistance au 5-FU à la suite d'un traitement prolongé par

cet agent, les cellules de carcinome hépatique humaine Bel(7402) développent une

surexpression des enzymes MRP et GST (Jin, et al., 2002). On observe une augmentation de

l'expression de la GSTP1-1 lors d'un traitement de cellules de cancers gastrointestinaux

humains au 5-FU ou au cisplatine. Cependant, un traitement par une faible concentration de

cisplatine suivi d'une exposition continue au 5-FU conduit à une synergie cytotoxique et la

GSTP 1-1 n'est plus surexprimée (Nishiyama, et al., 1999). Le même traitement permettant

l'inhibition de la GSTP 1-1 dans un carcinome œsophagien récurrent, a permis la disparition

efficace de cette tumeur (Tominaga, et al., 1999). Nos résultats montrent qu'un traitement de

24 h au 5-FU de cellules d'adénocarcinome de rein ACHN induit de plus de 6 fois l'expression

de la GSTP1-1.

On sait que la GSTP 1-1 peut conférer une résistance aux agents anti-cancéreux. En

effet, une surexpression de la GSTP1-1 est liée à la résistance à la doxorubicine dans les

cellules leucémiques K562 (Kalinina, et al., 2001) et dans les cellules MCF7 résistantes à la

doxorubicine (Wang, K., et al., 1999). De plus, on observe après traitement à la doxorubicine

une augmentation du transport nucléaire de la GSTP 1-1 protégeant ainsi l'ADN contre les

médicaments anticancéreux (Kalinina, et al., 2001). Par contre, la survie d'un patient atteint

de LMA (leucémie myéloïde aiguë) présentant le génotype GSTPl-I n'est pas influencée,

alors que la survie d'un patient présentant le génotype GSTM 1 est diminuée (Autrup, et al.,

2002). De même, dans des cellules de carcinome Hep2A, l'acquisition de la résistance est

corrélée avec une expression accrue de la GSTP1-1 et non des GSTM et A (Harbottle, et al.,
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2001). Il a été décrit qu'un conjugué GSH-doxorubicine peut induire, de façon transitoire,

l'expression de la GSTPl-l et que sa surexpression rend les cellules d'hépatorne de rat AH66

plus résistantes à la doxorubicine (Asakura, et al., 2001, Tashiro, et al., 2001). D'un autre

côté, la GSTPl-1 peut participer à l'activation de pro-carcinogènes comme le TER286, et la

résistance à ce produit sera accrue lors de l'inhibition de la GSTPl-l (Rosario. et al., 2000).

Cependant, la doxorubicine, substrat potentiel des GST, agit directement sur leur activité dans

des cellules de coeur de rat (Paranka et Dorr, 1994) bien que l'on n'observe pas d'effet

remarquable (activation au delà de 5 fois) dans les lignées utilisées lors de nos expériences.

Deux lignées de gliome résistantes à la camptothécine-11 (T98GICPT-l l et C6/CPT­

11) ne présentent pas de modification de l'activité des GST totales ou de la GSTP 1-1 par

rapport aux lignées sensibles, démontrant que la GSTP1-1 n'est pas résponsable de la

résistance à la camptothécine (Matsumoto, et al., 1995). Néanmoins, nos résultats montrent

que la camptothécine active l'expression de la GSTP1-1 de 6 fois dans les cellules de

carcinome du sein MDA-MB-435S alors qu'elle l'inhibe de 90 % dans les cellules

d'adénocarcinome de colon HCT-15.

L'enzyme GSTM3-3 a été impliquée dans l'acquisition de la résistance à la carmustine

avec la 06-méthylguanine-DNA méthyltransférase (MGMT) et le GSH. La lignée cellulaire

U1810 (cancer de poumon non à petites cellules) qui exprime ces enzymes est plus résistante

à la carmustine qu'une lignée de cancer de poumon à petites cellules qui n'exprime ni MGMT

ni la GSTM3-3. Cependant, l'inhibition de la GSTM3-3 n'induit pas de potentialisation de la

résistance contrairement à l'inhibition de la MGMT et à la déplétion en GSH remettant en

cause le rôle des GST dans la résistance à la carmustine (Egyhazi, et al., 1997). Nos résultats

montrent que la GSTP 1-1 est légèrement moins exprimée après un traitement à la carmustine

dans les cellules HCTl16.

L'effet d'un traitement au cisplatine dans des cellules tumorales de foie ou de reins et

des cellules de lymphomes de Dalton de souris a été caractérisé. L'activité des GST est

diminuée dans ces 3 types cellulaires sans corrélation avec le taux de GSH. Cet effet pourrait

être la cause de la grande cytotoxicité du cisplatine et de ses propriétés anticancéreuses

(Khynriam and Prasad, 2002). Le cisplatine a la particularité d'être ototoxique,

particulièrement lors de chimiothérapie de cancers de la tête et du cou. L'expression de la

GSTP1-1 est corrélée avec une efficacité complète du cisplatine sur des cellules tumorales

(Cabelguenne, et al., 2001), alors que l'expression de la GSTM3*B est corrélée avec une

conservation de l'audition après traitement au cisplatine (Peters, et al., 2000). De plus, il

apparaît que l'expression des GST est diminuée par le cisplatine dans les cochlées de rat
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(Touliatos, et al., 2000). Lors de nos expériences nous avons constaté que la GSTP1-1 est

activée lors d'un traitement au cisplatine dans les cellules ACHN, mais diminuée dans les

cellules d'adénocarcinome de colon HCT-15.

Le thiotepa est un substrat de la GSTP1-1 et sera donc conjugué au GSH avant d'être

expulsé de la cellule (Dirven, et al., 1995). Cependant, Cnubben et al. montrent que la

résistance au thiotepa de cellules MCF7 est dû plus à l'efficacité de la GST et de la pompe

GS-X plutôt qu'à la surexpression de la GST elle-même (Cnubben, et al., 1998). De plus, nos

résultats montrent que le thiotepa réduit l'expression de la GSTP1-1 dans 2 lignées de cancer

de colon: HCT116p53-/- et HCT15.

Dans des érythrocytes de patients atteints de diabète, l'HzOz induit l'activité GST

indépendamment du diabète (Dincer, et al., 2002). Parallèlement, la surexpression de la

GSTA1/2 permet de protéger les cellules épithéliales de cristallin humain HLE B-3 de la

peroxydation des lipides induite par l'HzO z (Yang, Y., et al., 2002). De la même manière,

l'activité GST est augmentée dans des cellules dérivées d'hépatome de rat Fa32 après un

traitement à l'HzOz et l'isoforme GSTA est la plus induite (Dierickx, et al., 1999). Au

contraire, nos résultats montrent que l'expression de la GSTP1-1 est inhibée par l'HzO z dans

les lignées cellulaires NCI-H460, HCT116p53-/- et HCT-15.

Une irradiation aux rayons gamma n'induit pas plus la GST chez des souris saines que

chez des souris porteuses d'une tumeur Ehrlich à la cuisse (Agrawal, A., et al., 2001). Une

irradiation aux rayons gamma permet une adaptation des cellules qui présentent alors une

légère induction de l'expression des GST qui participent en partie à la protection de la cellule

lors d'une deuxième irradiation (Bravard, et al., 1999). D'après nos résultats, une irradiation

des cellules aux rayons gamma aurait tendance à inhiber l'expression de la GSTP 1-1,

particulièrement dans les cellules de carcinome de poumon à grosses cellules NCI-H460, les

cellules de carcinome de colon HCT116, HCTI16p21-/-, HCT116p53-/-, HCT-15 et les

cellules de neuroblastome SK-N-SH.
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"Partie 2: Etude de l'implication de la voie de
"

l'inflammation

Caractérisation des sites NF-KR

Le site NF-KB like situé en -93 du promoteur de la GSTP1-1 a été décrit comme étant

un élément régulateur. Cependant peu de données ont été publiées et son rôle dans la

régulation de la GSTP1-1 n'est pas clair. En effet, il a été déterminé que cette séquence agit

comme un élément répresseur dans les cellules de carcinome du sein MCF7 en réponse à

l'acide rétinoïque tout trans. Cependant, ce site ne présente pas d'effet répresseur dans la

lignée résistante dérivée des MCF7, les VCREMS (Moffat, et al., 1996a). Certains auteurs ont

montré que l'effet répresseur du site NF-KB-like pourrait être dû à une interaction avec les

facteurs de transcription AP-l dans les cellules MCF7 mais pas dans les cellules de carcinome

de la vessie EJ (Moffat, et al., 1996a, 1997). De façon contraire, Zhang et al., ont découvert

que ce site NF-KB n'est pas impliqué dans l'inhibition du site TRE dans les kératinocytes

(Zhang, Y., et al., 2002). Cependant Xia et al. suggèrent que la réponse aux oxydants passe

par NF-KB alors que la réponse aux antioxydants passe par AP-l (Xia, C. L., et al., 1991). La

régulation de la GSTP1-1 pourrait donc résulter d'une coopération entre NF-KB et AP-l et le

rôle de ce site pourrait être dépendant du type cellulaire ou de la réponse au traitement utilisé.

Cependant, nous montrons pour la première fois que les protéines se fixant potentiellement

sur ce site NF-KB like ne font pas partie de la famille NF-KB dans la lignée cellulaire K562 et

qu'elles ne sont pas inductibles par le TNFa (Figure 35, page 125). Dans notre modèle, le rôle

répresseur de ce site NF-KB n'a pas pu être mis en évidence. Grâce à des expériences de co­

transfection, nous avons pu démontrer que la voie de transduction du signal NF-KB est

impliquée dans la régulation basale de la GSTP1-1 (Figure 39, page 132). Grâce au logiciel

Matinscpector, nous avons découvert un site NF-KB potentiel qui pourrait être à l'origine de la

mise en jeu de NF-KB dans l'expression de la GSTP 1-1. De plus, nous avons pu montrer que

les dimères p50/p65 et p65/p65 peuvent se fixer sur ce site en réponse à un traitement au

TNFa dans les 2 lignées leucémiques K562 et U937 (Figure 37, page 128). En effet, bien que

les profils de gel retard dans ces 2 modèles cellulaires soient légèrement différents, on

retrouve les 2 complexes inductibles qui sont reconnus et retardés par les anticorps anti-p50 et

-p65. Ce site n'a jamais été décrit dans la littérature et nous permet de confirmer le rôle de
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NF-KB dans la régulation de l'expression de la GSTP1-1 basale ou induite par le TNFa.

L'absence de fixation des facteurs de transcription de la famille NF-KB sur le site NF-KB lite

suggère une différence fondamentale quant au rôle des 2 sites étudiés dans la régulation de la

GSTPl-l , bien que chacun des sites puisse être considéré comme étant consensus. En effet, la

séquence qui fixe l'hétérodimère p65/p50 a été identifiée originellement dans un enhancer de

la chaine légère K des immunoglobulines dans des lymphocytes B comme étant 5'­

GGGACTTTCC-3' (Sen, R. et Baltimore, 1986). Cependant, la séquence consensus NF-KB

est maintenant définie comme 5'-GGGRNNYYCC-3' car NF-KB est capable de réguler des

gènes inductibles contenant une séquence correspondante (Grilli, et al., 1993). Les sites NF­

KB qui ne correspondent pas à cette séquence lient des facteurs de transcription distincts de

p50/p65. En fait, il a été montré récemment que la capacité d'un promoteur à recruter un

dimère spécifique NF-KB in vivo ne peut pas être prédite sur la base de résultats in vitro, le

déterminant majeur de la sélectivité étant le "contexte" du promoteur plus que le site lui­

même (Saccani, et al., 2003).

Le TNFa peut activer des voies de signalisation intracellulaires telles que les voies de

IKK, des MAPK, de JNK et de p38 qui peuvent à leur tour activer une gamme de facteurs de

transcription comprenant NF-kB (p50/p65) et AP-l (c-Fos/c-Jun) (Heinemeyer, et al., 1998,

Mantovani, et al., 1987). Pour confirmer que le site NF-KB découvert grâce au logiciel

Matinspector répond au TNFa, nous avons réalisé des expériences de transfection transitoire

d'un gène rapporteur de la luciférase sous le contrôle de 5 répétitions du site NF-KB situé à ­

323 ou du site NF-KB consensus (Figure 38, page 130). Les résultats montrent que le site NF­

KB du promoteur de la GSTPl-I réagit de la même façon qu'un site NF-KB consensus après

traitement au TNFa.

Rôle de NF-1d3 dans la chimiorésistance

La famille de facteurs de transcription NF-KB est impliquée dans l'acquisition de la

résistance aux agents chimiothérapeutiques ainsi que dans l'apoptose. L'activation de

l'expression de mdrI par NF-KB fait partie d'un mécanisme de protection anti-apoptotique des

cellules proximales de tubules (PT) contre le stress oxydant et l'apoptose induits par le

cadmium (Thevenod, et al., 2000). Bentires-Alj et al. ont récemment montré que l'inhibition

de NF-KB sensibilise à la daunomycine des cellules de cancer du colon résistantes en

réduisant l'expression de mdrI confirmant la relation entre NF-KB et la résistance à la

chimiothérapie (Bentires-Alj, et al., 2003). De plus, NF-KB semble être un inducteur de gènes
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anti-apoptotiques (Foo et Nolan, 1999). Les cellules des leucémies chroniques à cellules B

présentent une résistance accrue aux agents induisant l'apoptose grâce à l'expression de gènes

antiapoptotiques comme IAP et la famille TRAF (Munzert, et al., 2002) qui sont des cibles de

NF -KB. Les cellules Hodgkin/Reed-Sternberg de la maladie de Hodgkin activent

constitutivement NF-KB, bloquant ainsi l'apoptose lors d'un stress (Bargou, et al., 1997).

D'autre part, il est maintenant admis que la plupart des familles d'agents anti-cancéreux

(Gewirtz, 1999, Jordan, et al., 1998, Pinedo et Peters, 1988, Schiff, P. B. et Horwitz, 1980)

activent NF-KB ce qui conduit à la chimiorésistance (Pahl, 1999). Ainsi, l'inhibition par le

disulfiram de l'activation de NF-KB, par le 5-FU augmente la cytotoxicité des inhibiteurs de

synthèse d'ADN dans les lignées de cancers colorectaux (Wang, W., et al., 2003). L'activation

de NF-KB par des inhibiteurs de topoisomérases comme le SN38 et la doxorubicine protège

les cellules HeLa contre l'effet apoptotique de ces substances (Bottero, et al., 2001). NF-KB

est donc relié à la résistance aux anticancéreux et à l'inhibition de l'apoptose de même que la

GSTP 1-1. Il paraît donc intéressant de vérifier si NF-KB est impliqué dans la régulation de la

eSTP1-1. Nous montrons que la voie de signalisation NF-KB régule l'expression de la

GSTP 1-1 comme une large gamme de gènes impliqués dans la cancérogenèse et l'inhibition

de l'apoptose. NF-KB contribue à la surexpression de la COX2 due à l'âge (Wu, D., et al.,

2003) et contrôle l'augmentation de l'expression de la LOX dans des cellules

d'erythroleucémie (Arakawa, et al., 1995). De même, l'expression de la manganèse

superoxyde dismutase (MnSOD) est induite par NF-KB dans des cellules cancéreuses

épithéliales en réponse au TNFa (Bernard, et al., 2001).

Des résultats précédents démontrent clairement que des agents thérapeutiques anti­

inflammatoires bloquent l'activation de NF-KB induite par le TNFa, la phosphorylation et

l'activation de IKK, JNK et AP-l et inhibent l'apoptose initiée par le TNFa. Nos résultats de

co-transfections des intermédiaires de la voie de transduction du signal TNFR 1, NIK, TRAF2,

IKK~, IKBa et p65 démontrent que TRAF2, NIK, IKBa et p65 sont impliqués dans la

régulation basale de l'expression de la GSTPI-I. Nous montrons pour la première fois que

l'expression de la GSTP1-1 est régulée par une voie TNFR 1, TRAF2, NIK qui mène à

l'activation de NF-KB. La phosphorylation de IKBa est contrôlée par un grand nombre de

kinases comprenant IKKa, IKK~, IKKy, NIK, TGF~-activated kinase 1, AKT et des kinases

de la famille des MAPK. Cependant seul IKK~ est un intermédiaire du signal induit par le

TNFa et menant à la phosphorylation de IKBa, ce qui pourrait expliquer le fort effet

inhibiteur de l'expression d'un mutant dominant négatif de IKBa.
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Partie ~.: Etude de l'effet d'agents chimiopréventifs sur

l'expression de la GSTPl-l

Effet de la curcumine

La curcumine est un composé végétal connu pour ses propriétés anti-oxydantes et anti­

cancérigènes (Ammon et Wahl, 1991, Huang, M. T., et al., 1994, Huang, M. T., et al., 1988,

Satoskar, et al., 1986, Shankar, et al., 1980, Tanaka, et al., 1994). Il a aussi été montré qu'elle

a un effet inhibiteur sur l'activation de AP- 1 et NF-KB. On montre dans cette notre étude que

la curcumine induit la mort cellulaire. Grâce à la technique du Western blot, nous avons

déterminé que cette mort cellulaire est due à des phénomènes d'apoptose comme le montre le

clivage des pro-caspases 8 et 9 et la dégradation de PARP (Figure 50, page 148).

Mukhopadhyay et al. ont déjà montré que la curcumine induit l'apoptose dans les cellules

humaines androgène-dépendantes LNCap, ainsi que dans des cellules de cancer de la prostate

androgène-indépendantes DU 145, en inhibant l'expression de Bcl-2 et Bcl-XL et en activant

les caspases 3 et 8 (Mukhopadhyay, et al., 2001). Des résultats similaires ont été obtenus par

Bush et al. dans un modèle de mélanome (Bush, et al., 2001). Nos résultats sont en accord

avec les données de Bharti et al. qui montrent que la curcumine induit les caspases 7 et 9 dans

des cellules de myélome multiple (Bharti, et al., 2003). Piwocka et al. obtiennent les mêmes

résultats dans les cellules de la lignée Jurkat (Piwocka, et al., 1999). Les cellules de la lignée

K562 portent le chromosome de Philadelphie avec la fusion de gène Bcr-Abl, L'oncoprotéine

résultant de cette fusion active plusieurs voies impliquées dans la cancérogenèse telles que

Mye, ras, c-Raf, MAPKIERK, SAPK/JNK, Stat, NF-KB, PB kinase et c-Jun grâce à

l'activation constitutive de son activité tyrosine kinase. Dans les cellules portant cette fusion,

l'apoptose est réduite et la prolifération cellulaire est augmentée. L' apoptose classique peut

être activée en inhibant Ras, Raf, PI3K, Akt, Jun ou Mye. On a ici une inhibition de

l'activation constitutive de AP-l et NF-KB menant à une mort cellulaire impliquant les voies

mitochondriales et des récepteurs.

Comme nous avons montré précédemment que AP-I et NF-KB sont impliqués dans la

régulation basale de la eST?1-1, la curcumine doit induire une réduction de l'expression de la

GSTP 1-1. Nos expériences le confirment dans les lignées K562 et Jurkat (Figures 42 à 45,

pages 138 à 141).
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Singhal et al. ont montré que la curcumine induit très légèrement l'activité de

l'isozyme hGST 5.8 a envers le 4-hydroxynonénal (Singhal, et al., 1999). Cependant, la

GSTP1-l est l'isoforme principale (66 %) exprimée par les K562 et l'expression de cette

isoforme est corrélée à la chimiorésistance dans les leucémies (Tidefelt, et al., 1992) et les

cancers du sein et des ovaires (Masanek, et al., 1997, Miyazaki, et al., 1990, Morrow, et al.,

1998, Moscow, et al., 1989, Puchalski and Fahl, 1990). Le TNFa est connu pour activer AP-I

et NF-KB et on voit qu'il active l'expression de la GSTP1-1. Morales et al. ont démontré que

cette cytokine est capable d'induire l'expression d'une autre enzyme clé du système GSH, la

yGCS (y glutamylcystéine synthétase), de 70 % dans un modèle d'hépatocytes de rat

(Morales, et al., 1997). Dans notre modèle, le TNFa et le TPA induisent la fixation des 2

facteurs de transcription AP-l et NF-KB. Ces 2 facteurs sont essentiels dans la régulation de la

GSTP1-1 comme plusieurs équipes l'ont démontré. La fixation de ces 2 facteurs est inhibée

par la curcumine, confirmant son effet inhibiteur sur AP-l et NF-KB, et suggérant un rôle

important de la curcumine lors de la cancérogenèse en réduisant les problèmes de résistance à

des agents chimiothérapeutiques.

Bharti et al. ont déjà montré que la curcumine inhibe l'activité du complexe IKK et

donc la phosphorylation de IKBa, ainsi que la translocation de p65 (Bharti, et al., 2003) .

Nous confirmons les résultats obtenus par Singh et al. décrivant l'inhibition de la fixation de

AP-l sur son site par la curcumine dans la lignée leucémique myélomonoblastique ML-l a

(Singh et Aggarwal, 1995). L'effet inhibiteur de la curcumine sur l'expression de l'ARNm de

la GSTP1-1 est suivie par une inhibition de l'expression de la protéine GSTP 1-1. Pour mieux

comprendre les mécanismes mis en jeu, nous avons étudié l'activité induite par le TNFa du

promoteur. L'activité luciférase générée par les constructions associant le promoteur de la

GSTP1-1 et le gène de la luciférase est fortement inhibée par la curcumine, de même que des

constructions comportant 5 répétitions du site NF-KB du promoteur de la GSTP1-1.

D'après Gilot et al. la surexpression de ASKI restaure l'activation de la caspase 3 et

l'apoptose dans des cultures primaires d'hépatocytes (Gilot, et al., 2002). La co-transfection

de la GSTM 112, la GSTA 112 ou la GSTP 1-1 avec ASK 1 réduit l'apoptose en antagonisant

l'activité de ASK 1 et des souris n'exprimant pas la GSTP1I2 présentent une expression accrue

de JNK dans le foie et les poumons (Elsby, et al., 2003). Il a en effet été démontré que la

GSTP1-1 sous forme monomérique non-activée peut se fixer sur la JNK de la même manière

que la GSTM 1-1 se fixe sur ASK 1 (Adler, et al., 1999). Les 2 kinases sont alors inhibées et

l'apoptose initiée par ces 2 enzymes est bloquée. Un stress va pouvoir libérer les GST qui vont

- 177 -



se dimériser et détoxifier la cellule tandis que les kinases vont activer l'apoptose. Nos résultats

confirment le rôle antiapoptotique de la GSTP 1-1. En effet, la curcumine induit l'apoptose

alors que l'expression de la GSTPl-1 est réduite. De plus, une équipe a montré que la

surexpression de la GSTPl-1 dans des cellules de la lignée HepG2, qui l'exprime faiblement,

diminue l'activation de la caspase 3, alors que l'inhibition de l'expression de la GSTPl-1 dans

des cellules de la lignée HT29, qui l'exprime fortement, augmente l'activation de la même

caspase (Tashiro, et al., 2001). Les mêmes résultats sont obtenus dans des cellules d'hépatome

de rat AH66 (Asakura, et al., 2001).

La curcumine semble être un bon candidat pour une nouvelle thérapie anticancéreuse

particulièrement dans le cas des cellules cancéreuses résistantes aux agents

chimiothérapeutiques classiques. En effet, elle allie l'inhibition de la GSTPl-l, en grande

partie responsable de la résistance, à l'induction de l'apoptose. Elle est d'autant plus

intéressante qu'elle n'est active que sur les cellules transformées. Jiang et al. montrent que la

curcumine induit l'apoptose dans les cellules cancéreuses NIH 3T3 erb B2, S 180, HT-29, 293

et HepG2 alors qu'elle n'a pas d'effet dans les fibroblastes embryonaires de souris en culture

primaire, les fibroblastes embryonaires de rat et les fibroblastes de prépuce humains (Jiang,

M. C, et al., 1996). De même, le S-adénosylméthionine a un effet pro-apoptotique dans les

cellules d'hépatome humain alors qu'il a un effet anti-apoptotique dans des cellules hépatiques

de rat en culture, ce qui pourrait participer aux propriétés hépatoprotectrices et

chimiopréventives de cette substance (Ansorena, et al., 2002). Au contraire, il a été démontré

que un mélange des agents chimiopréventifs épigallocatéchin-3-gallate et curcumine inhibe la

croissance de cellules normales, prémalignes et malignes (Khafif, et al., 1998).

Effet d'autres agents chimiopréventifs

A l'opposé, le resvératrol n'a aucun effet sur la fixation des facteurs de transcription

AP-l et NF-KB sur leur site et potentialise même l'induction par le TNFa de l'expression de la

luciférase sous le contrôle de 5 répétitions du site NF-KB consensus ou du promoteur de la

eST?1-1 (Figures 52 et 53, pages 151-152). Ceci confirme les résultats obtenus par Mollerup

et al. qui montrent que le resvératrol ne modifie pas l'expression de la GSTPl dans la lignée

cellulaire d'épithélium bronchique humain BEP2D (Mollerup, et al., 2001). Cependant,

l'activité de cette enzyme est induite par le resvératrol dans des lymphocytes humains, ce qui

pourrait participer à la protection des cellules contre le stress oxydant induit par l'H20 2 (Yen,

et al., 2003).
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Le trans-anéthole induit l'activité cytosolique des GST totales ainsi que l'expression de

la sous-unité 2 de la GST dans les cellules hépatiques de rat (Rompelberg, et al., 1993).

L'émodine a le même effet sur l'activité GST dans les foies de souris (Chiu, et al., 2002). De

la même façon, la capsaïcine active fortement les GST dans le foie et le colon de rat tout en

bloquant l'initiation de tumeurs du colon (Yoshitani, et al., 2001). Néanmoins, Iwama et al.

ont montré qu'un traitement à la capsaïcine pendant un mois tend à diminuer l'activité GST

alors qu'il active les enzymes microsomales de détoxification particulièrement en présence

d'éthanol. Une absorption d'alcool accompagnée d'une ingestion d'une grande quantité de

piments forts pourrait modifier le potentiel de détoxification des xénobiotiques chez ces

personnes (Iwama, et al., 1990). Dans les cas d'empoisonnements à la sanguinarine après une

attaque de goutte récente, il a été montré que l'activité GST n'est pas modifiée dans les

érythrocytes bien que la sanguinarine crée un stress oxydant qui pourrait jouer un rôle dans

l'attaque de goutte (Banerjee, B. D., et al., 2000).

- 179-





1. Conclusions

Bien que la protection des cellules contre les électrophiles et les radicaux libres grâce

aux enzymes de détoxification soit essentielle à la survie de la cellule, lors de la

transformation de cellules, la détoxification peut mener à la résistance aux agents

chimiothérapeutiques utilisés. L'étude des régulations de l'expression des gènes participant à

la détoxification comme à la résistance des cellules cancéreuses est donc capitale pour les

stratégies de chimioprévention des cancers. De plus, la recherche de nouvelles stratégies

pouvant combattre cet effet secondaire semble être essentielle pour contourner le problème

des résistances.

Nous avons défini au cours de cette thèse les éléments mis en jeu dans la

régulation de l'expression de la GSTPl-l dans des lignées leucémiques:

•

•

Nous avons tout d'abord mis en évidence l'importance du site AP-I dans la régulation de

l'expression de cette enzyme. En effet, des expériences de transfection transitoire nous

montrent que la voie de transduction du signal Ras - Raf - MEKKI - MEKI - ERKI est

impliquée dans la régulation de l'expression de la GSTPI-l. De plus, l'expression de

l'ARNm de la GSTP1-1 est inhibée par le SP600125, un inhibiteur spécifique de JNK.

Enfin, la transfection des vecteurs d'expression c-Jun et c-Fos induit l'activité

transcriptionnelle de la GSTP1-1

Cependant les inducteurs typiques de AP-l tels que le TPA et les métaux lourds

n'induisent pas l'expression de la GSTPl-1. Les voies de transduction du signal activées

par ces inducteurs sont peut-être inexistantes dans les cellules sanguines humaines. Il

existe peut-être une régulation tissu et/ou espèce-spécifique de l'expression de la GSTP l­

I.

Ces résultats nous ont amené à nous demander si d'autres voies de signalisation

pourraient jouer un rôle dans la régulation de la GSTP1-1

• Nos résultats montrent que NF-KB est impliqué dans la régulation de la GSTP1-1. En

effet, le TNFa, inducteur typique de NF-KB, active l'expression de l'ARNm de la GSTP1-
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•

1 et l'activité transactivatrice du promoteur de la GSTP1-1. De plus, la co-transfection des

vecteurs d'expression TNFRI, TRAF2, NIK, IKK~ et p65 induit l'activité transactivatrice

du promoteur de la GSTP l-I alors qu'un dominant-négatif de IKBa inhibe fortement cette

activité

Nous avons aussi démontré que le site NF-KB décrit dans la littérature n'est pas

fonctionnel et nous mettons en évidence un nouveau site NF-KB qui fixe les dimères

p50/p65. Ce site semble être important dans la régulation de la GSTPl-I comme le

montrent les résultats des mutagenèses dirigées.

Après avoir déterminé les voies de signalisation impliquées dans la régulation de

l'expression de la GSTPl-l, nous avons voulu étudier les effets d'agents

chimiopréventifs sur les cellules leucémiques

• Nos résultats montrent que la curcumine agit comme un agent anti-cancéreux puissant

dans les cellules leucémiques K562. En effet, cet agent induit l'apoptose dans des cellules

leucémiques par les voies mitochondriales et des récepteurs.

• De plus, la curcumine inhibe l'expression basale et induite par le TNFa de l'ARNm de la

GSTPl-l ainsi que de sa protéine. Cet effet de la curcumine serait dû à l'inhibition de la

fixation des facteurs de transcription AP-l et NF-KB sur les sites présents sur le promoteur

de la GSTPl-l.
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2. Perspectives

Pour appréhender complètement le rôle de la GSTPl-l dans le développement

des cancers et des résistances aux anticancéreux, de nombreuses expériences sont encore

nécessaires

Nous envisageons de traiter les cellules transfectées avec nos différentes constructions (voir

figure 13) par les agents produisant un stress oxydant, de façon à mettre en évidence un effet

éventuel de ce stress sur l'activité transcriptionnelle du gène.

Les résultats de cette thèse nous ont permis de mettre en évidence une régulation différentielle

de la GSTP1-1 en fonction de la lignée, de la pathologie ou en fonction du traitement. Il sera

intéressant de comparer les mécanismes moléculaires menant à l'expression de la GSTP 1-1

des lignées contenues sur la macroarray afin de vérifier l'induction aussi bien que l'inhibition

observée dans des conditions expérimentales réelles avec des gammes de concentration et des

cinétiques différentes.

De plus en plus de résultats paraissent dans la littérature concernant l'importance de la

structure de la chromatine. Des résultats préliminaires, non présentés dans cette thèse, nous

ont permis de mettre en évidence un effet régulateur positif si nous transfectons une

construction exprimant CBP/p300 avec les constructions contenant des parties du promoteur

GSTP1-1. Cette induction peut être considérablement augmentée en présence de AP-l ou p65

NF-KB co-transfecté,

Par ailleurs la méthylation de ADN peut être directement corrélée à la structure de la

chromatine. Des résultats précédemment obtenus au laboratoire avaient montré un impact de

la méthylation sur l'expression de la GSTPl-l, notamment dans la lignée du lymphome de

Burkitt Raji. Pour confirmer le rôle important de la méthylation du promoteur dans la

régulation de l'expression de la GSTP 1-1, nous voulons traiter les cellules avec l'agent

déméthylant 5-azacytidine et voir si les cellules Raji qui n'expriment pas la GSTP1-1 et ont

un promoteur hyperméthylé peuvent transcrire le gène.
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Nous avons observé un effet inhibiteur de certains agents chimiopréventifs tels que la

curcumine sur l'expression de la GSTPl-l. Or une analyse par Microarray nous a permis de

montrer des pistes de gènes potentiellement augmentés ou diminués par un prétraitement à la

curcumine suivi d'un traitement au TNFa. Les gènes codant les protéines du stress thermique

sont parmi les gènes les plus touchés par ce type de traitement. Il faudra confirmer ces

résultats par des RT-PCR, des Northern blots ou des PCR quantitatives.

Ces études peuvent être étendues à d'autres agents chimiopréventifs avec comme objectif de

mettre en évidence des gènes activés par plusieurs agents naturels permettant de comprendre

leur activité globale.

Nous devons également aborder la même étude avec des cellules 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 ou des tumeurs solides. En effet, il serait intéressant de

savoir si les mécanismes de régulation de l'expression de la GSTPI-I 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.

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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1. Introduction

131

The glutathione S-transferases (GST) (EC 2.5.1.18) are a multigene superfamily of enzymes that
catalyze the conjugation with glutathione of a number of electrophilic compounds including xenobiotic
drugs, toxins and carcinogens, as weil as sorne endogenous cellular electrophiles [1,2]. GST are believed
to play a key role in the protection of cells from the toxicities of xenobiotic compounds, as weil as
from lipid hydroperoxides generated by oxidative stress [3]. Mammalian GSTs have been classified into
nine distinct gene families: seven cytosolic groups (alpha, mu, pi, theta, omega, kappa and zeta), one
microsomal form and one form present in erythrocytes. GSTa is mainly expressed in the liver and the
kidney while GSTPI-I is expressed as a major form in organs such as lung, breast or bladder [4,5].
In many human tumors, like prostate carcinoma [6], squamous-cell carcinoma [7], acute Iymphoblastic
leukemia [8] and chronicle Iymphoid leukemia [9], GSTPI-I is overexpressed, even though in the
corresponding normal tissues the protein is either absent or expressed at very low levels. GSTPI-I can
'bus be used as a valuable prognostic tool in sarcoma [10] or gastric carcinoma [II]. GSTPI-I appears
o be involved in the development of anticancer drug resistance, and elevated levels of GSTPI mRNA are
ound in celllines resistant to a range of anticancer drugs. Indeed, MCF7, an oestrogen-receptor positive
rreast cancer cellline, was found to overexpress GSTPI-I and to develop a resistance to ethacrynic
cid [12], doxorubicin and benzopyren [13]. Other celllines that also overexpress GSTPI-I are resistant
) doxorubicin or taxol [14]. COS cells becomes resistant to doxorubicine [15] and CHa cells resist to
isplatine and carboplatine [16] after transfection of the GSTP1-1 gene.

lThis articlealso appeared in Thiol Metabolism and RedoxRegulation afCellular Funcûons. A. Pornpella, G. Bânhegyiand
. Wellman-Rousseau, eds, lOS Press,Amsterdam.
"Corresponding author. E-mail: diederic@cu.1u.
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2. GSTPI-I in human leukemia

Wang et al. (2000) [17] studied the expression and the activity of GST isoenzymes in 14haematopoietic
lineages. They found that GSTPI expression was higher than other GSTs in 13 out of 14celllines and they
established the best correlation between GSTPI expression and l-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB)
conjugation activity in U937, K562 and Jurkat cells. Increased levels of GSTPI-I are associated with
tumor development and carcinogenesis [6]. Sauerbrey et al. (1994) [8] have shown elevated GSTPI-I
levels in the blasts from childhood acute Iymphoblastic leukemia; moreover their data show an association
between increased GSTPI-I levels and a higher relapse rate, as well as a lower probability of the first
continuous complete remission. The expression of GSTPI-I in acute non-Iymphoblastic leukemia cells
is significantly correlated with response to induction therapy, duration of first remission, and overall
surviva! of the patients [18]. However, a predictive correlation with tumor development has not been
conclusively established, as Marie et al. (1995) [19] have shown a decrease in GSTPl gene expression
in mononuclear cells of patients with chronic Iymphocytic leukemia. An involvement of GSTP1 in
the development of resistance to sorne antineoplasic dmgs and genotoxic carcinogens has also been
implicated in cell lines selected for resistance to a range of anticancer drugs. However the molecular
mechanisms responsible for changes in GSTP1 expression are poorly understood.

3. Comparison of the human and rat GSTP promoters

Detailed studies of the rat P class GST (GSTP) promoter have identified several regulatory elements
necessary for basa! and inducible expression. Analyses of the 5' -flanking region of the human GSTP1
gene have suggested that transcriptiona! regulation of GSTP1 differs significantly from the rat GSTP
homologue. The rat also expresses a GSTP that is not present in liver, however, unlike GSTPI-I in
human, the enzyme expression is increased during hepatocarcinogenesis [20]. This difference is due
to the structure of the rat GSTP gene promoter (Fig. 1). This promoter contains two enhancers (GPEI
and GPEII), a silencer (GPSI), a GC box and a TRE [21]. GPEI, a strong enhancer, is composed of
two non-consensus TRE and mediates GSTP expression. Each TRE alone is inactive but synergistically
cis-activate GSTP. Their activity is orientation dependant [22], and the upstream 19 nucleotides are
essential for the maximal activity of the enhancer [23]. Its basal activity is not due to the binding of AP-I
transcription factors, although it can bind to the downstream TRE and increase GSTP expression [24,
25]. Other factors, not yet known, bind to GPEI to activate it. Sorne of those factors are not foun
in normal liver but are present in hcpatocarcinoma, and that could explain the increase expression 0

GSTP in those cells [26]. GPEII is a weak enhancer composed of two SV40 and one polyoma enhancer
The TRE, close to the site of initiation of the transcription, could also be part of the regulation syste
as its deletion can strongly decrease GSTP expression [27]. GPSI is a silencer and is position an
orientation independent [28]. This region binds severa! factors (Silencer Factor (SF) -A, -B, -C), SF­
is part of the family CCAATlenhancer-binding protein (CIEBP). In norrnalliver cells, CIEBPa bin
to the silencer. In carcinoma cells, the ratio CIEBPal C/EBP/3 decrease and CIEBP/3 binds to GSP
increasing the GSTP expression. That could be another explanation for the increased GSTP activi
found in hepatocarcinoma [29]. SF-A is part of the Nuclear Factor (NF) -1 family and contributes to t
silencing of GSTP [30].

For the human gene, Morrow et al. (1990) [2] reported the localization of a region spanning fro
-80 to -8, which is absolutely required for reporter gene activity in transient transfection experimen
Moreover a region from - 73 to +8, as shown by Xia et al.(1996) [31], is absolutely required for retine

j
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Fig. 1. Organisation of the human OSTPl-l, the rat GSTP and the rat OST Ya promoters. NF-kB-like: Nuclear Factor kB-like,
TRE: TPA response element, OPE: GSTP enhancer, GPS: GSTP silencer, AhRE: Ah response element, ARElEpRE: antioxidant
response element/e1ectrophile response elernent.

icid dependent repression. Other findings suggest that the activator protein I site (AP-I, Iocated from
-69 to -63) is essential for promoter activity [32]. Analysis of the GSTPI proximal promoter also
evealed the presence of two putative SpI binding sites Iocated downstream of the AP-I response element
-57 to -49 and -47 to -39). According to Jhaveri et al. (1998) [33], the proximal G/C box is essential
or promoter activity whereas the distal box is not required, as shown by site directed mutagenesis.
zlorcover, a putative nuclear factor kB (NFkB) binding site has been localized at positions -96 to -86
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by Xia et al. (1996) [31].

4. Regulation of GSTP expression by activating protein 1

Protein components of activating protein 1(AP-I) are encoded by a set ofgenes called "immediate-early
genes?" whose transcription is rapidly induced, independently of de nova protein synthesis. The AP-I
transcription factor is a complex composed of proteins of the fos and jun proto-oncogene families, which
need to dimerize to promote binding of the complex to the AP-I recognition site. Moffat et al.(1994) [32]
have aheady shown, in a human breast carcinoma cellline, the bincling of Jun and Fos proteins to the
AP-I site located in the eSTP] promoter. The basal transcription of the human NAO(P)H:quinone
oxidoreductasel gene, another drug metabolizing enzyme, is mediated by antioxidant response elements
(ARE) containing perfect AP-I sites or TRE-like elements. Xie et al. (1995) [34] demonstrated that ARE
(composed of two TRE or TRE-like elements)-containing detoxifying enzymes genes are responsive to
xenobiotics and antioxydants. JunO and c-Fos proteins, which are present in the nuclear extracts derived
from hepatic cells, have been shown to bind to the AP-I site located in the promoter of the human
NAO(P)H:quinone oxidoreductasel (NQOI) gene [35].

Exposure of murine hepatoma cells to chemical inducers of GST Ya gene expression such as phorbol
esters was found to induce an increase in AP-I binding activity. This increase was shown to involve the
induction of fos and jun gene expression with accumulation of increased levels of the respective rnRNA
and a de nova synthesis of the AP-I protein components [36].

5. Methylation of the GSTP promoter

In addition to transacting factors, epigenetic events like CpG island methylation near the GSTPI gene
might be of importance for the regulation of GSTPI expression. Such CpG island methylations close to
the GSTPIlocus accompany development of hurnan breast [37] and prostatic carcinomas [38]. A better
understanding of the molecular basis of the expression of glutathione metabolizing enzymes is crucial
for the understanding of the protecting role against alkylating agents of glutathione in human chronic
leukemia. Involvement ofONA methylation in the lineage specifie gene regulation in haematopoietic cells
has already been demonstrated in calcitonin gene hyperrnethylation in chronic myeloid leukemia [39]
and hypomethylation of the major ber gene in Ph positive acute lymphoid leukemias [40]. In a recent
study [41] we have exarnined the relationship between methylation and the promoter activity of a 136-bp
minimal GSTPI promoter in the human leukemia cellline K562. We found that in vitro methylation 0

this promoter with SssIhas a transcriptional inhibitory effect and that the methylation state ofthis eSTP]
promoter fragment in expressing and non-expressing leukemia celllines correlates with the degree 0

eSTP] RNA expression and transcriptional activity (Fig. 2).

6. Molecular mechanisms of GSTPl-l expression in human leukemia

Many genes are responsive to the transcriptional activation of TPA via the recognition of a consensu
AP-I binding site by trans-acting factors such as Jun and Fos [42,43]. We showed recently that TP~
activation of human leukemia K562 cells produces an increase in the level of eSTP] rnRNA [44]. 0
results were in conflict with previous reports that showed the absence of effect of TPA on eSTP] rnRN

:
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Fig. 2. Methylation state of GSTPl gene promoter in different cell human tissues or celllines. A) Normal prostate cells
{expressing GSTPl-l): hypermethylated region upstream of -500 bp, and hypomethylated region between +1 and -400 bp.
B) Prostate cancer ceIIs (not expressing GSTPl-l): fully hypermethylated promoter. C) K562 cell Iine (expressing GSTPl~]):

oartially demethylated promoter in the region +1 -97. D) Raji lymphoma cell line (not expressing GSTPl-l): region +1 -97
s fully methylated.

n HeLa cells [2] or in HepG2 cells [45]. Forthese authors, their results were paradoxical as they showed
hat the integrity of the AP-I binding site is essentia! for the basal activity of the GSTP1 promoter [42].
"he reason for the discrepancy between our results and previous data is unknown, but may be related to
le different types of cells used. In agreement with that hypothesis, TPA was shown to be effective on the
xpression ofmurine GST Ya [36] or rat GST P [21], whose promoters contain two AP-I binding sites.
foreover, TPA was shown to increase the binding ofAP-I factors to the promoters of erythroid-specific
enes in the K562 cells [46].
To understand the molecular mechanism of the transcriptional induction of GSTPI-I in response

, TPA, we cloned the 5' -flanking region of the GSTPI into a luciferase reporter system. Following



136 A. Duvoix et al. / Transcriptional regulation ofglutathione Svtransferase P1-1 in human leukemia

transfection in K562 cells, we observed that TPA up-regulated the promoter region of the eSTP1 gene,
measured as increased luciferase activity. This suggests that TPA acts at the level of transcription
to induce eSTP1 rnRNA in human leukemia cells. We next elucidated the transcriptional regulatory
mechanism by which TPA exerted its effect on the induction of eSTP1. Sorne investigators have shown
the critical role of the AP-l recognition sequence for transcriptional activity of the eSTP1 promoter [32,
33]. However rhey have suggested that the distal SpI site and a putative NF-kB like site [31] may be
important in regulating eSTP1 gene expression. We therefore used TPA to assess the role of the AP-l
transcription factor in the transcriptional up-regulation of eSTP1 [44]. Exposure ofleukernia cells to
TPA produced a significant increase in the DNA binding activities of nuclear proteins. The competition
studies confirmed the activation of AP-l by TPA in our cells,

To identify which components of AP-l are responsible for the up-regulation of GSTPl, we used
antibodies directed against c-Fos and c-Jun farnilies of proteins. Antibodies that cross-reacted with
c-Jun and Frai produced a supershift. In support of this, several investigators have suggested possible
involvement of AP-1/Jun family members in the regulation of eSTP1. Jhaveri and Morrow (1998) [33]
failed to demonstrate the presence of transcription factors belonging to the Jun farni1y in the protein
complexes bonnd on a TRE probe with nuclear extracts derived from MCF7 or HS578T cells. Dixon
et al. (1989) [45] and Morrow et al. (1989) [47] had already shown that the AP-1 site in the GSTP1
promoter was unresponsive to the Jun and Fos trans-acting factors in HeLa and HepG2 cells. But they
did not use supershift experiments to obtain these results; cells were co-transfected with v-jun, c-jun or
c-fos expression vectors, alone or in combination. In contrast, Moffat et al. (1994) [32] demonstrated,
by using specifie antisera, that Jun and Fos proteins are integral components of the VCREMS nuclear
complex bound on the AP-1 site; howeverthese specifie effects of antisera were not observed with MCF7
cells, Their results mean that the same promoter region of GSTPl is able to bind members of the Jun
and Fos protein fami1ies in sorne cell Iines but not in all the cells.

7. Conclusion

Our leukemia mode1 might be of particular interest for the better understanding of the expressio
mechanisms of the GSTP1-1gene, a human gene specifically related to drug resistance. Our findings
contribute to a better understanding of the molecular mechanisms involved in GSTP1 expression whic
are of major importance for the development of chemoresistance reducing the impact of therapeuti
agents in human haematopoietic diseases.
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~bstract

Expression of glutathione S-transferase Pl-I (GSTPl-l) is correlated to carcinogenesis and resistance of cancer cells against
hemotherapeutic agents. Curcumin, a naturai compound extracted from Curcuma Longa, has shawn strong antioxidant and antieaneer
roperties and also the ability ta regulate a wide variety of genes that require activating protein 1and nuc1earfactor KB (NF-KB) activation.
1 the present study, we examined the inhibitory effeet of curcurnin on the expression of GSTPl-l rnRNA as weIl as protein, and we
orrelated this inhibition with the apoptotic effect of curcumin on K5621eukemia cells. Curcurnin efficiently inhibited the tumour necrosis
tctor \1.- and phorbol ester-induced binding of AP-l and NF-KB transcription factors to sites located on the GSTPI-I gene prornoter.
Nl'c-induced GSTP 1-1 promoter activity was also inhibited by curcumin as shown by reporter gene assay. In paralleI, curcumin induced
-o-caspases 8 and 9 as weIl as poly ADP ribose polymerase cleavage and thus leading to apoptosis in K562 cells. Our results overall add a
rvel role for curcurnin as this chemoprotective compound could contribute to induce apoptosis by its ability to inhibit the GSTPI-l
.pression at the Ievel of transcription.
) 2003 Elsevier Ine. AlI rights reserved.

ywords: GSTPI-J; Curcumin; Carcinogenesis; Drug resistance; Apoptosis: Leukemia

Introduction

GSTs (E.C. 2.5.1.18) are a multigene superfarnily of
rymes tbat have been classified into cigbt distinct gene
niliescoding for seven cytosolic isoforms (alpha, mu, pi,
ta, omega, kappa and zeta) and one microsomal form.
TPI-I, or GST pi, is expressed in most human tissues
ept in adult liver and in cancer celllines like the Burkitt
iphoma Raji, HepG2 bepatoma and MCF7 breast cancer
s [1]. Ils subunits are between 23 and 28 kDa and its
e has a length of 2.8 kbp witb 7 exons and 6 introns.

'orresponding author. Tel.: +352-46-66-44-434;
- 352-46-66-44-438.
mail address: diederic@cu.lu (M. Diederich).
orevtations: GST, glutathione S-transferase; NF-KB, nuclear factor
I.P-l, activaring protein 1; TNFa, tumour necrosis factor a; TPA, 12­
-adecanoylphorbol-lS-acetate.

2952/$ - see front matter © 2003 Elsevier Inc. AU rights reserved.
1.10 16/S0006-2952(03)00501-X

Studies ofhuman GSTPI-I promoter show that the neces­
sary regulatory elements are situated in the region -80 to
-8, containing AP-I and Spi sites [21.

GSTs play an important role in detoxification by cata­
lysing the conjugation of electrophilic compounds such
as xenobiotic drugs, toxins and carcinogens [3,41 to
glutathione (GSH) allowing the drug to be exported from
the cell through the GS-X pump in an ATP-dependent way.
However, GSTs also allow thc developmcnt ofresistance to
cbemotherapy and elevated levels of GSTPI-I mRNA are
found in ceIl Iines resistant to a range of anticancer
drugs. Indeed, MCF7, an estrogen-receptor positive breast
cancer cell line, was found to develop a resistance to
ethacrynic acid [51, doxorubicin and benzopyrene [61
when transfected with GSTPI-I and multidrug resistant
protein 1. Ovarian cancer cell lines overexpressing
GSTPI-I are resistant to doxorubicin or taxol [71. cas
cells become resistant to doxorubicin [81 and CHa cells
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resist to cisplatine and carboplatine [9] after transfection
with the GSTPl-1 gene. Moreover, carcinogenesis is found
to be related in many cases to an overexpression of GSTs,
in particular GSTPl-l. Indeed, in many human tumours,
like prostate carcinoma [10], squamous-cell carciuoma
[11], acute lymphoblastic leukemia [12] and chronic Iym­
phoid leukemia [13], GSTPI-1 is overexpressed, even
though in the corresponding normal tissues the protein
is either absent or expressed at very low levels. GSTPI-I
can thus be used as a valuable prognostic tool in sarcoma
[14] or gastric carcinoma [15].

AP-I [16,17] and NF-KB activation is inhibited by
curcumin (diferuloylmethane) [18,19], the yellow compo­
nent of Curcuma longa that gives curry its colour and
flaveur, Curcumin has shown anti-inflammatory and anti­
oxidant properties [20-26] due ta the inhibition of cycloox­
ygenase 2 and lipoxygenase [27,28]. Curcumin inhibits
tumour initiation (by benz[a]pyrene and 7,12-dimethyl­
benz[a]anthracene [29]) and promotion (by phorbol esters)
thus showing anticarcinogenic properties [30,31].

In order to understand the relationship between apop­
tosis and transcriptional regulation of the GSTPI-l gene,
we examined the effect of curcumin on the GSTPI-l
expression correlated to cellular viability in cultured
human leukemia cells. ln this study, we provide evidence
that curcumin significantly reduces GSTPI-I rnRNA and
protein levels as well as TNFa- or phorbol ester-acti­
vated NF-KB and AP-I transcription factor binding to
consensus and GSTPI-I promoter probes. This inhibi­
tion was also confirmed by reporter gene assays demon­
strating the effect of curcumin at the molecular level and
thus underlining its chemopreventive potential. Further­
more, the appearance of apoptotic cleavage products is
correlated to a curcumin-induced reduction of GSTPI-1
expression.

2. Materials and methods

2,1. Cells and medium

K562 cells (human chronic myelogenous leukemia)
were cultured in RPMI medium (Bio-Whittaker) contain­
ing 10% (v/v) fetal calf serum (FCS) (Bio-Whittaker) and
1% (v/v) antibiotic-antimycotic (Bio-Whittaker) at 37°,
5% of COz. Before treatments, cells were cultured in RPMI
with 0.1% (v/v) FCS and 1% (v/v) antibiotic-antimycotic
for 72 hr at 37".

2.2. Compounds

TPA was obtained from ICN, TNFa and curcumin were
purchased from Sigma Chemical Co. Curcumin and TPA
were dissolved in 100% DMSO at 20, 1 mM, respectively.
TNFa was dissolved at 10 ug/ml. in 1x PBS supplemented
with 0.5% (w/v) BSA according to the manufacturer

instructions. AIl subsequent dilutions were made in ce
culture media.

2.3. Northem blot analysis

Total RNA was isolated from approximately 10 x j(

cells using Nucleo-spin RNA II kit (Macherey-Nagel). Te
micrograms total RNA were separated on a 1% (wh
denaturing agarose gel with 2% (v/v) formaldehyde an
transferred on a Hybond XL membrane (AP-Biotech
Membranes were hybridised with a 0.72 kbp cDNA codin
for human GSTPI-I that was 32P-Iabelled by randoi
priming using RediprimeII kit (AP-Biotech). Pre-hybrid
sation and hybridisation were carried out in 50% (vh
formamide, 6x SCC, 5mM EDTA, 0.1% (v/v) SD~

200 ug/ml, herring sperm DNA, 100 ug/ml, yeast tRN.
and 5x Denhart's at 42°. Membranes were washed 5 mi
with 2x SSC, 0.5% (v/v) SDS at room temperature, 3
5 min with 2x SSC, 0.1% (v/v) SDS at room temperatun
and 3 x 30 min with 1x SSC, 0.1% (v/v) SDS at 68
Quantifications were performed by phosphorimaging tb
membranes on a Cyclone (Perkin-Elmer).

2.4. Western blot

Five micrograms total proteins, extracted with M-P,
mammalian protein extraction reagent (Pierce) or with l'
SDS, were run on a 4% acrylamide concentration g'
and a 10% acrylarnide separation gel and transferred 0

a Hybond P membrane (AP-Biotech). Membranes wer
pre-hybridised in 1x PBS containing 0.1% (v/v) Tween 2
(PBS-T) and 5% fat free milk. Hybridisation was the
carried out in PBS-T containing 5% fat free rnilk wit
primary antibody. Membranes were washed 3x for 5 m'
and 2x for 10 min in PBS-T before hybridisation in PBS
containing 5% fat free rnilk with secondary antibo
Membranes were washed 3 x for 5 min and 2 x
10 min in PBS-T. Proteins ofinterest were visualised wi
ECL-plus Western blot detection reagent (AP-Biotec
Polyclonal rabbit anti-pro-caspase 9 and anti-pro-casp
8 antibodies (Pharrningen), a polyclonal mouse
GSTPI-l antibody (Transduction Laboratories), a mo
clonal mouse anti-B-actin (Sigma), a monoclonal mo
anti-PARP(Pharmingen) and secondary anti-rabbitanda
mouse antibodies (Santa Cruz) were used.

2.5. Cytotoxicity assay
1

The percentages of cell death were determined u 1

CytoTox 96 non-radioactive cytotoxicity assay
(Promega). LDH activity is measured by an enzym
assay that results in the conversion of a tetrazolium
(INT) into a red formazan product detected at 490
Percentage of cytotoxicity is calculated in relation wi
100% lysis control obtained by adding lysis buffer
45 min at 37°, 5% COz on the same number of cells
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Fig. 1. Effect of curcumin on GSTPl-l rnRNA and protein expression.
Cells were treated with curcumin for 24 br (A) GSTPl~1 mRNA
expression was analysed by Northem blot technique. Resulta shawn are
representative of three independent experiments. (B) GSTP1-1 protein
expression was analysed by Western blot technique. Resulta shown are
representative of three independent experiments.
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~.7. Transfections

Nuclear extracts were prepared using the method
described by Müller et al. [32] and stored at -80°.

The following oligonucleotides and their complemen­
tary sequences were used as probes: -73 (AP-I site of
human GSTPI-I promoter) 5'-GCCGTGACTCAGCACT­
GGGG-3', COL (consensus AP-I site in the collagenase
promoter) 5'-CGCTTGATGACTCAGCCGGAA-3', con­
sensus NF-KB site: 5'-AGTTGAGGGGACTTTCCCA­
GGC-3' and NF-KB site of human GSTPI-I prornoter:
5'-TCTTAGGGAATTTCCCCCCGCGA-3'. They were
hybridised and labelled as previously described [33].

Pive micrograms of cell nuclear extracts were incubated
20 min at 4° with 32p_ATPlabelled probe in 20 ul, reaction
mixture containing 4% glycerol, 1 mM MgClz, 0.5 mM
EDTA, 509 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 0.5 mM
DTT and 0.25 ug/ml, poly(dI-dC). Each reaction mixture
was then loaded on a 5% polyacrylamide gel containing
J.5 x TBE. Electrophoresis was performed at 16 mA per
lei for 2 br at room temperature. The gel was then dried
md autoradiographed.

2.6. Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)

Transfections of K562 cclls were performed by electro­
oration' using a BioRad gene Pulser. For each experiment
.75 x 106 cells at a concentration of 1.5 x 107 cells/mL
-cre electroporated al the following settings: 250 V and
00 flF. 'Ten micrograms reporter gene construct has been
sed for each pulse. After 48 hr the cells were harvested
Id resuspended in 300 ul, reporter Iysis buffer (Promega).
ight emission resulting from luciferase activity was mea­
red in a Turner luminometer by integration of peak light
nission over 15 s at 25°. Luciferase activity was mea­
red in 1x reporter lysis buffer (Promega) using 10 ~,L

pernatant.
The ratio between arbitrary luciferase light units and
al protein content was normalised relatively to the cells
nsfected with pGL3-control (Promega). All results were
oressed as a fold increase or decrease over the standar­
ed luciferase activity of this pGL3-control delined as
J%. Each value is the average of the results of at least
ee independent transfection experiments. Assays were
eated twice.

Results

Inhibition of the basal GSTP1-1 expression by
-umin

This inhibition was not due ta an unspecilic downregulation
of RNA synthesis, since curcumin treatment did not sig­
nilicantly modify the expression of GAPDH mRNA. Figure
lB shows that GSTPI-1 protein expression was decreased
as well with 10 flM curcumin under low serum conditions.

3.2. Inhibition of TNFrx-induced GSTP1-1 mRNA
expression by curcumin

K562 chronic myelogenous leukemia cells expressed
detectable levels of a 1.2 kbp transcript corresponding to
human GSTPI-I mRNA, which were increased after TNFo<
treatment (Fig. 2). The 1.8-fold induction of GST gene
expression was observed at 0.5 ng/mLTNFo< after 8 hr treat­
ment and did not increase at higher concentrations of TNFO<.
This induction was oot due to an unspecilic upregulation of
RNA synthesis, since TNFo< treatment did not signilicantly
modify the levels of GAPDH mRNA expression.

K562 cells were incubated with 10 !lM curcumin for
2 hr before the addition of TNFo< (0.5 ng/mL). This pre­
treatment prevented the previously observed increase in
GSTPI-I transcript synthesis suggesting that curcumin is
able to interfere with the signal transduction mechanisms
leading to GSTPI-I expression at the transcriptionallevel.

3.3. Inhibition of TNFrx-activated AP-I binding by
curcumin

562 cells were treated with curcumin (0, 1,5 or 10 !lM)
24 hr at 37". Figure lA shows that 10 flM curcumin
igly inhibits (-25%) the expression of the 1.2kbp
:cript corresponding to the human GSTPI-I mRNA.

It was previously shawn that curcumin is a patent
inhibitorofNF-KB [34] andAP-I [35]. Whethercurcumin
can suppress constitutive and TNFrx-induced AP-I and
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Fig. 2. Inhibition of TNFct-dependent activation of GSTPI-I rnRNA expression by curcumin on K562 cells. Cells were cultured for 8 hr with TNFa: with l

without a 2 hr pre-treatment with 10 IlM curcumin. GSTPI-I mRNA expression was analysed by Northem bIot technique. Results shawn are representati­
of three independent experiments.

Fig.3. Effect of curcumin and TNFct on AP-I binding in K562 cells. K5f
cells were treated for 4 hr with 0.5 ng/mL TNFct with or without a 2]
curcumin pre-treatment. (A) Nuc1ear extracts were analysed by EMS
with AP-l (-73) probe or (B) with AP-I collagenase probe (arrows indica
specifie binding).
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3.4. Inhibition ofTPA-activatedAP-l binding by
curcumin

The phorbol ester TPA, known to induce AP-l binding in
several cell types [36,37], was included in these experiments

NF-KB binding on human GSTPl-l gene promoter in
K562 cells was investigated. Cells were pre-incubated
for 2 hr with different concentrations of curcumin before
treatment with TNFIX (0.5 ng/mL). Nuclear extracts were
then exantined for AP-l binding by EMSA using two
probes: a consensus AP-l site from the collagenase pro­
moter (COL), and the AP-l site located near the transcrip­
tion initiation site of GSTPl-l (-73). Ten micromolars
curcumin completely suppressed TNFIX-induced AP-l
binding on GSTPl-l probe after a 2 hr pre-1reatment in
K562 cells (Fig. 3A). The use of a consensus AP-l probe
(Fig. 3B) confirmed that curcuntin was able to suppress the
TNFIX-induced activation of AP-l in K562 cells.

(A) --
TPA(nM) 0 100
Curcumin (IJM) 0 0

100 100 100 100
0.5 1 5 10

(E)

TPA(nM) 0 100
Curcumin (IJM) 0 0

100 100 100 100
0.5 1 5 10

Fig. 4. Effect of cureumin and TPA on AP-1 binding in K562 cells. K562 cells were treated for 2 hr with 100 nM TPA with or without a 2 br cure
pre-treatment. (A) Nuc1ear extracts were analysed by EMSA with AP-l (-73) probe or (B) with AP-l collagenase probe (arrows indicate specifie bin
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(A) consensus site and the GSTP1-1 NF-KB site. Pre-treat­
ments with curcumin lead to inhibition of the NF-KB
binding on both sites shawing the effect of curcumin on
the NF-KB signalling pathway.

Inhibition of TNFct.-dependent NF-KB binding by
urcumin

Fig. 5. Effect of curcumin and TNFIX on NF-KB binding in K562 cells.
K562 cells were treated for 4 hr with 0.5 ng/mL TNFC( with or without a
2 hr curcumin pre-treatment. (A) Nuclear extracrs were analysed by EMSA
with GSTPI-I NF-KB probe or (R) with NF-KB consensus probe (arrows
Indicate specifie binding).

TNFa being a well-characterised activator ofNF-KB, we
udied the effect of curcumin on NF-KB activation in
562 cells by EMSA. K562 cells were treated for 4 hr at
/" with 0.5 ng/mL TNFa with or without a 2 hr pre­
eatment with 5, 10 or 20 pM curcumin. Figure 5A and
show that TNFa activates NF-KB binding on both the

3.6. Inhibition of TNFct. activated transcription by
curcumin

We next examined the effect of TNFa aJone, or in
combination with curcumin, on the activity of the human
GSTP1-1 gene promoter. Human GSTP1-1 genomic frag­
ments of different length (97,396 and 1175 bp relative to the
transcriptionaJ start site) were ligated upstream of the firefly
lueiferase reporter gene and were assessed for luciferase
activity in K562 cells. An additional construct harbouring
five repeats of the GSTP1-1 NF-KB site (pGSTNFKB) was
also used for this study (Fig. 6). A comparison of luciferase
activities generated by transfection of those constructs
between unstimu1ated and TNFa-stimulated cells showed
that the GST promoter activity was enhanced following
TNFa treatment, indicating that this human promoter con­
tains TNFa-responsive sequences that might account for the
TNFa-mediated induction of GSTP1-1 in these ceIls.

TNFa treatment on K562 cells transfected with
pGSTNFKB (Fig. 7A) strongly indnced the expression
of 1uciferase gene (125-fold) showing the functiona1ity
of the GSTP1-1 NF-KB site located at -323. The same
treatment on ceIls transfected with the other p1asmidsled to
an average 5-fold increase of the 1uciferase expression
(Fig. 7B). Moreover, there was no difference between
transfection of the p1asmid p-97 and p1asmids p-396 and
p-1175 containing the NF-KB site. Another site located
downstream of p-97 can thus bind a transcription factor
reacting to TNFCl. Curcumin treatments had a significant
inhibitory effect on luciferase activity whatever the plas­
mid transfected, Moreover, TNFa-dependent induction

--
0.5
20

0.5
20

0.5 0.5 0.5
o 5 10

0.5 0.5 0.5
o 5 10

(B)

TNF œ(ng/mL) 0
Cnrcumin (pM) 0

TNF œ(ng/mL) 0
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for comparison with TNFCl. Cells were pre-incubated for
2 hr with different concentrations of curcumin and then
reatcd with TPA (l00 nM) for 2 hr at 37". As previously
.hown [33], TPA induces AP-1 binding on both sites in
(562 cell lines. The results in Fig. 4A and B indicate
hat 10 ~M curcumin inhibits TPA activation on both the
onsensus site (-50%) and the GSTP1 site (-60%).

(A)
NF·KIl distal

SpI

NF-KB-Iike AP-I SpI

-1175 -323 -63 -48
-56

(B) ~p-97

p-396

p-I175

--IHH- p-GSTNFKIl

Transfection constructs of the human GSTPI-I promoter. (A) The position of the different transcription factor binding sites are indlcated related to the
-ription start site. (B) Promoter constructs used in transfecrion experiments: p-97, p-396 and p-1175 are constructs derived from the GSTPI-l gene
oter;pGSTNFKB is a construct with five repeats of the NF-KB site located at -323 on the GSTPI-I gene promorer.
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4. Discussion

Curcumin is a compound known for îts antioxidant am
anticarcinogenic properties [20-26]. Il has also beei
shown to have an inhibitory effect on AP-l and NF-KI
activation. We investigated here its effects on GSTP1­
expression in leukemia cell lines. Indeed, GSTP1-1 wa
found to he related to carcînogenesîs and resistance tl

anticancer drugs [38]. The implication ofNF-KB and AP­
[3,39] in GSTPI-1 regulation was demonstrated and th
use of curcnmin in leukemia could lead to a valuabl
therapeutic tool.

We show here that treatment by the chemopreventiv
agent curcnmin of K562 cells leads to increased cell deal
compared to cells cultured without curcumin. Apoptosis i
characterised by caspase activation [40]. Mukhopadhya
et al. [41] previously showed that curcumin induce
apoptosis in human androgen-dependent LNCaP as we
as androgen-independent DU145 human prostate canee
celllines by down-regulating the expression of Bel-2 an
Bel-XL and the activation of the pro-caspases 3 and ~

Similar results were obtained by Bush et al. [42] by using
melanoma cell model. Our results agree with the dat
obtained by Barthi et al. [43] where in multiple myelom
cells curcumin induces caspases 7 and 9. We show here th,
apoptosis can be induced by curcumin in K562 cells throug
activation of caspases 8 and 9 indicating that both th
mitochondrial and death receptor pathways are activated.

K562 cells carry the Philadelphia chromosome with t~

Bcr-Abl fusion gene. The Bcr-Ab! oncoprotein activatj
several pathways implicated in carcînogenesis such f,

Mye, Ras, c-Raf, MAPK/ERK, SAPKlJNK, Stat, N
KB, PI-3 kinase and c-Jun due to a constitutively activat
tyrosine kinase activity. In cells carrying such a translo
tion, apoptosis is decreased and cell proliferation is up
gulated. In K562 cells, elassical apoptosis can only
induced in cells by inhibiting Ras, Raf, PI3K, Akt, Jun a
Mye [44]. In our hands, inhibition of constitutively acti
AP-l and NF-KB in K562 by curcumin leads to caspasl
and 9-dependent cell death. Similar results were obtai~

by Barthi et al. [43] in human prostate cancer cells 1
Piwocka et al. in Jurkat T cells [45]. 1

As AP-l and NF-KB binding activities are correlateq
GSTPI-1 expression, inhibition of those transcription J
tors by curcumin should induce a reduction of GSTP
expression at the mRNA level. Singhal et al. [46]
viously showed a weak induction by curcumin of the al1
elass hGST 5.8 isozyme, indicated by an increased acti
toward 4-hydroxynonenal. We show here a substa

1

decrease of pro-caspase 8 levels after 24 hr treatment witl
curcumîn. Fînally curcumîn also înduced caspase-depen
dent cleavage of poly ADP ribose polymerase (PARP) in,
time-dependent manner with the appearance of 85 kD,
eleavage product at 24 hr of treatment.

p-1175

Cu TNF+Cu
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p.396p.97

3.7. Decreases of leukemia cell survival by inducing
apoptosis by curcumin

œ TNF Cu TNF CIl TNF Cu TNI<· Ct! l'NF Cu l'NF
+~ +Cu +~

Whether or not the treatment by curcumin leads ta an
increase of cellular death was then investigated. Cells were
treated with curcumin for 24 hr at 3r. As shown in Fig. 8A,
cytotoxicîty of curcumin încreased in a concentration­
dependent manner reaching a maximum at 20 /lM. To
determine whether curcumin-induccd cell death was due
to apoptotis, we tested the ability of curcumin to activate
caspases 8 and 9. K562 cells were treated with 20/lM
curcumin for various times. Western blot analysis (Fig. 8B)
showed that curcumin reduced pro-caspase 9 levels reach­
ing a maximum inhibition at 24 hr (80%) demonstrating its
apoptotic effect on K562 cells. This was confirmed by the

was reduced by 80% by curcumin when cells were trans­
fected with pGSTNFKB (Fig. 7A). Inhibition was even
stronger (98, 90 and 93%) when the cells were transfected
with the three promoter constructs p-97, p-396 and p-I175,
respectively.
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Fig. 7. Transfections experiments. K562 cells were transfected with the
different constructs and treated with TNFcr 0.5 ng/mL (TNF), curcumin
10 IlM (Cu) or TNFex + curcumln (TNF + Cu) or without treatment (Ctl).
(A) Transfection with pGSTNFlCB. (B) Transfection with plasmids p-97, p­
396 and p-1175.
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~. 8. Effect of curcumin on K562 cell death. Cells were treated with curcumin for 24 hr. (A) Toxicity was measured. (B) Cells were treated with 20 JlM of
'cumin. Pro-caspases 8 and 9 as weil as PARP activation was detected by Western blot technique. ct! + FC5 designates control K562 cells cultured at 10%
5, Ct! designates control K562 cells cultured at 0.1% FCS.C- designates untreated HL-60 cens and C+ designates etoposide-treated HL-60 cells as
rative and positive PARP c1eavage controls respectively,

luction of GSTPI-I mRNA expression in human K562
'onîc rnyelogenous leukemia cells. 1tis of interest to note
t with 66%, GSTPI-I is the major GST isofonn
iressed by K562 and that the expression of this isoform
.orrelated to chemoresistance in leukemia [47], hreast
1ovary cancer [5-9].
lIorales et al. [48] previously demonstrated the effect of
proinflammatory cytokine TNF()( [49] on the expression
nother key enzyme of the glutathione pathway, gamma­
amyl cysteine synthetase (yGCS). TNF()( was ahle to
tee the yGCS mRNA expression by 70% in a rat
atocyte model. In this model, TNF()( was able to induce
KR as weil as AP-I transcription factors. As we and
r groups recently showed the importance ofboth AP-I

[33] and NF-KB sites in the regulation of the GSTPI-I
expression, inhibition of DNA bindings of both transcrip­
tion factors by curcumin should be responsible for a
decrease in GSTPI-I gene expression and thus could
contribute to reduce drug resistance and carcinogenesis
due to GSTPI-I activity,

Our results sbow an inhibition of both constitutive and
TNF()(-induced GSTPI-I mRNA expression in K562 cells.
This transcriptional inhibition was paralleled by a pro­
gressive reduction of GSTPI-I protein expression. In order
ta understand the molecular mechanisms responsible for
these variations we examined the effect of curcumin on
promoter activity as weil as AP-I and NF-KB binding onto
the GSTPI-I promoter.
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Barthi et al. [43] previously showed that curcumin
inhibits IKK complex activity and thus IKBIJ( phosphoryla­
tion as weil as the p65 nuclear translocation. Those data are
in agreement with our results obtained by gel shift assays
using GSTPI-I promoter and consensus NF-KB probes.
Moreover, luciferase activities generated by constructs
associating GSTPI-l promoter fragments of increasing
length to a luciferase reporter gene were strongly inhibited
by curcumin as was a similar construct harbouring five NF­
KBrepeats. In 1995, Singh and Aggarwal [18] using a ML­
la myelomonoblastic leukemia cellline showed that cur­
cumin inhibits AP-l binding onto a consensus AP-I site.
These results are in agreement with our data, where
curcumin strongly inhibits TNFIJ(- and TPA-induced bind­
ings onto GSTPI-I and consensus AP-I probes. Inhibition
of both NF-KB and AP-l bindings thus accounts for the
observed transcriptional inhibition.

Moreover, Gilot et al. [50] noticed that overexpression
of ASK-I restored caspase-3 activation and apoptosis in
primary cultures of hepatocytes. Co-transfections of
GSTMI/2, GSTAII2 or GSTPI-l isoforms with ASK-I
reduced apoptosis by antagonising ASK-I activity and thus
demonstrating the antiapoptotic function of the GSTs.

We confirm these data as reduction of GSTPI-I expres­
sion by curcumin is paralleled by an onset of apoptosis as
shown by caspases 8 and 9 activation as weil as Poly ADP
Ribose Polymerase cleavage.

In conclusion, these results add a novel role for eureu­
min: this chemoprotective compound could contribute to
induce apoptosis by its ability to inhibit the GSTPI-l
expression at the level of transcription.
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ABSTRACT: Curcumln presents strong antioxidant and anticancer properties.
However, molecular mechanisms leading to curcumin-lnduced cell death are
poorly understood. The effect of curcumln was compared in two different leu­
kemia cell lines: K562 and Jurkat. Cell death was induced in both cell lin es,
and apoptosis pathways were investigated by Western blot analysis. Decreases
in pro-caspase 8 and 91evels were observed. BH3 interacting domain death ag­
onist (Bid) was also c1eaved. Jurkat cells appeared to be more sensitive to cur­
cumin, and apoptosis takes place earlier.

KEYWORDS: curcumin; leukemia; apoptosis

INTRODUCTION

Curcurnin, the yellow pigment extracted from Curcuma longa, has shown strong
anticancer and antioxidant properties. Its chemopreventive effect and abiIity to in­
duce cell death in leukemia cell lines could become of therapeutic importance. We
compare here its effect on two different leukemia cell lines: K562, a Philadelphia­
positive CML and Jurkat, a T ceIl leukemia. K562 ceIls present the Bcr/Abl translo­
cation that decreases apoptosis and upregulates ceIl proliferation. By Western blot
analysis we show that curcumin induces apoptosis in both cell lines and that Jurkat
T ceIls are more sensitive to curcumin than is the K562 ceIl line.

MATERIALS AND METHODS

Cells were cultured for 72 h with 0.1% FCS before treatment with curcumin (Sig­
ma, Bornem, Belgium). They were then harvested and washed with PBS IX and the
total protein content was extracted with the M-Per Mammalian Protein Extraction

Address for eorrespondenee: M. Diederieh, Centre Universitaire du Luxembourg, 162A ave­
nue della faieneerie, L-1511 Luxembourg, Luxembourg. Voiee: +352466644432; fax: +35246
6644438.

diederie@eu.lu

Ann, N.Y. Acad. Sci. 1010: 1-4 (2003). © 2003 New York Academy of Sciences.
dol: 10.1196/annals.1299.001
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Reagent (Pierce, Rockford, USA), Proteins were separated by SDS-PAGE, trans­
ferred on Hybond P membrane (AP-Biotech, Little Chalfont, UK) and incubated
with anti-pro-caspase 8, -pro-caspase 9, BH 3 interacting domain death agonist (Bid),
and p-actin antibodies. Membranes were then incubated with secondary anti-rabbit
or anti-rnouse antibodies; proteins of interest were visualized with ECL-plus West­
ern blot detection reagent (AP-Biotech). Cytotoxicity was measured with Cytotox
96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay (Promega) by determining the quantity of
lactate dehydrogenase (LDH released in the medium,

RESULTS

Cells from the two leukemia cell lines, K562 and Jurkat, were treated for 24 h
with different concentrations of curcumin, and the cytotoxicity of this chemopreven­
tive agent was measured. FIGURE lA shows that Jurkat T cells are more sensitive to
culture in 0,1 % FCS, as 50% of the cells were dead after 72 h and only 20% of the
K562 cells were dead after the same treatment. Curcumin treatments, then, induce
more cell death, and 100% of cell death is obtained with 10 /-lM and 20 /-lM of cur­
cumin for Jurkat and K562 cells, respectively,

Curcumin was then used at 20 /-lM in both K562 and Jurkat cell lines. Proteins
were extracted and analyzed by Western blotting using anti-pro-caspase 8, anti-pro­
caspase 9, anti-Bid antibodies and anti-Bvactin antibodies. In both cell lines, pro­
caspase 8 and 9 levels were reduced by curcumin treatments (FIG. l B). In Jurkat
cells, pro-caspase 8 and 9 decrease at 6 h to disappear at 24 h. Interestingly, in K562
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FIGURE lA. Effect of curcumin on K562 and Jurkat ceIl Iines: Percentage of ceIl
death after 24-h curcumin treatment, LDH release was measured with Cytotox 96® Non­
Radioactive Cytotoxicity Assay.
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FIGURE lB. Effeet of eureumin on K562 and Jurkat celllines: Western blotting of total
prote in extraet after 20-IlM eureumin treatments using anti-pro-easpase 8, anti-pro-caspase
9, Bid and ~-aetin antibodies. K: K562 cell line; J: Jurkat cellline; C+FCS: untreated eells
eultured in la % FCS medium; C: untreated eells eultured in 0.1 % FCS medium.

cells, pro-caspase 8 and 9 are reduced at 24 h without disappearing, even at 32 h.
These results indicate that apoptosis is induced in both Ieukemia cell lines by cur­
cumin even if they react differently to the treatment. It shows that both mitochondrial
and receptor apoptosis pathways are used in both celllines. To confirm this, we used
anti-Bid antibody. Indeed, mitochondrial pathway is induced through the e1eavage
of Bid and its insertion in the mitochondrial membrane. Western blottings reveal that
Bid is e1eaved in Jurkat cellline at 24 h. Levels of intact Bid are reduced in the K562
cellline at 32 h. These data confirm the fact that both apoptosis pathway are used in
leukemia celllines and that K562 cells are less sensitive to curcumin treatrnents than
Jurkat cells. Hybridization with ~-actin shows a regular pattern, indicating that the
sarne amount of protein was charged onto the gel.

DISCUSSION

Curcurnin is a compound known for its anti-inflammatory ' and anti-carcinogenic
properties.é Indeed, it can reduce cancer incidence as weil as tumor progression. One
way curcurnin can fight cancer is to induce apoptosis in transformed cells. It has
been shown that curcumin alone induced prograrnmed cell death in the Jurkat cell
line. 3 Mukhopadhyay et al. showed in 2001 that curcumin also induced apoptosis in
human androgen-dependent LNCaP as weil as in androgen-independent DUI45
human prostate cancer celllines by downregulating the expression ofBeI-2 and BeI­
XL and the activation of the pro-caspases 3 and 8.4 Similar results were obtained by
Bush et al. by using a melanoma cell model.P Our results agree with the data showed
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by Barthi et al. demonstrating that curcumin induces caspases 7 and 9 in multiple
myeloma cells." We also show here that curcumin is able to induce apoptosis in the
K562 cel! line, which is Philadelphia-positive and thus apoptosis-resistant.

In conclusion, our work demonstrates the ability of curcumin to provoke pro­
grammed cel! death in leukemia cel! death, showing its anti-cancer property.
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Abstract -:

Glutathione S-transferases (GSn play an important role in the protection of cells against xenobiotics

and lipid hydroperoxides generated by oxidative stress. In human, the GSTP 1-1 expression is

commonly increased in many tumors and involved in the development of antineoplastic drug

resistance. Reactive oxygen species are released at inflanunation sites and oxidative stress conditions

enhance the expression ofgenes encoding antioxidant enzymes such as GSTs. Here we investigated

the regulation of the GSTP1-1 gene expression in the K562 cellline by nuclear factor KB (NF-KB)

and the pro-inflammatory cytokine tumor necrosis factor alpha (TNFa). By studying GSTP1-1

rnRNA expression and NF-KB/GS1P1-1 promoter interactions, we showed the implication ofNF-KB

in the GSTP1-1 gene expression and we described a new specifie TNFa-inducible NF-KB binding

site upstrearn of the minimal promoter. Moreover, TNFa treatrnent as well as cotransfection of NF­

KB signaling pathway intermediates induced an activation of the GSTP1-1 gene promoter in K562

cells. Site-directed mutagenesis of the NF-KB site strongly inhibited TNFa- and NFKB p65-induced

promoter activation. Altogether, we showed that a sequence located at -323/-314 within the GSTP1-1

promoter bound NF-KB p50/65 and p65/p65 dimers and that this KB site was involved in the

regulation of the gene by TNFa.

Keywords: GSTPl-l; TNFa; NF-KB; leukemia; Inflanunation; K562.



1. INTRODUCTION

Glutathione S-transferases (GSTs) (EC 2.5.1.18) are phase II metabolizing enzymes which

catalyze the conjugation of a wide range of electrophilic compounds, including carcinogens,

mutagens and anticancer drugs [1-6], to the ubiquitous tripeptide glutathione (GSH). Therefore, GSTs

play an important role in the protection ofcells against the toxicity of xenobiotic compounds and lipid

hydroperoxides generated by oxidative stress [7, 8]. In leukemic lineages, studies of the expression

and the activity ofGST isoenzymes revealed that the human Pi class GST isofonn (GSTP1-1) is the

most represented, particularly in U937, K562 and Jurkat cells [9]. GSTP1-1 is commonly increased in

many tumors [10-14] and involved in the development ofantineoplastic drug resistance [15-18].

Interestingly,GSTP1-1 has been shown to be involved in preventing apoptosis in hematopoietic cells

[19] and to protect against H202-induced cell death via the coordinated regulation ofstress kinases

[20]. On the other hand, the gene expression of inflammatory and immune responses [21-23] as weIl

as antioxidant enzyme genes such as GSTs [24, 25] are enhanced in oxidative stress conditions.

However, molecular mechanisms of the GSTP1-1 gene regulation are poorly understood. It has been

shown that the region between -80 and -8 is necessary for constitutive expression of the gene [26] and

the organization ofa minimal promoter has been described [27]. As shown in Fig. 1, cis-acting

elements were identified within the minimal promoter [28]. The role of the activator protein 1 (AP-l)

binding site -69/-63 has been shown in the regulation of the GSTP1-1 gene expression, notably in

VCREMS breast cancer cells [29]. In addition, we have demonstrated by promoter deletion analyses

that this site was crucial for 12-0-tetradecanoyl phorbol13-acetate (TPA)-mediated GSTPI gene

transcription [30]. Two SpI response elements were also identified [31] as well as a NF-KB like

sequence [32, 33].
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As GSH cellular redox status is critical for various biological phenomena including apoptosis

and inflammation [34, 35] we hypothesized that inflammation could modulate GSTP1-1 gene

expression. Indeed, reactive oxygen species (ROS) are released at inflammation sites and can be

eliminated from cells after conjugation to GSH by GSTPI-I. TNFa also known as cachectin or

differentiation-inducing factor (DIF) [36] causes inflammation, tumorigenesis, cellular differentiation

and proliferation, necrotic and apoptotic cell death, by binding to TNF receptors (TNFR) 1 and 2 [37­

39]. However, it is widely admitted that binding ofTNFa to TNFRI initiates the majority of the

biological activities of TNFa [40]. This interaction leads to the dissociation of the silencer of the

death domain from the intracellular death domain (DO) ofTNFRl. The TNF reccptor-associated

death domain (TRADD) then interacts with TNFRI through its DD sequence and recruits other

adaptor proteins among which the TNF-R-associated receptor 2 (TRAF2). TRAF2 interacts with the

NF-KE inducing kinase (NIK) which phosphorylates the enzyme inhibitor of KE kinase (IKK), itself

implicated in the activation of the NF-KE transcription factors family by phosphorylation of inhibitor

of KB (lKE) leading to its degradation by the proteasome. The mammalian NF-KE transcription

factors are involved in immune and inflammatory responses as well as cell growth. They reside in the

cytoplasm in an inactive homo- or heterodimer form bound to inhibitory proteins of the IKB family

[41, 42]. NF-KB activation results in its translocation to the nucleus where it will interact with its

target genes, although NF-KE may shuttle between nucleus and cytoplasm in unstimulated cells [43,

44]. Redox-sensitivetranscription factors such as NF-KE and AP-I are known to play a key role in

proinflammatory processes such as transcription of cytokine genes, and in induction of protective

antioxidant genes [45-47]. These transcription factors are modulated by TNFa [48, 49] and

anticancer drugs which may induce oxidative stress stimulating various signaling pathways including

NF-KE [50, SI].
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Considering the role of the GSTP 1-1 enzyme in the cellular response to oxidative stress, we

investigated the involvement ofboth TNFa and NF-KB in the regulation of GSTP1-1 gene expression

in K562 cells. We demonstrated that the GSTP1-1 promoter is activated by TNFa and NF-KBp65

overexpression in K562 cells and we identified a new TNFa-inducible NF-KB binding site located at

-323 within the GSTP1-1 promoter. The deletion ofthis site led to a drastic decrease of the TNFa­

induced activation of the GSTP1-1 promoter gene. Altogether, we report here for the first time that

the GSTP1-1 gene expression is inducible by the TNFa signaling cascade leading to NF-KB-activated

GSTP1-1 promoter.

2. Materials and methods

2.1. Cel! culture

The human chronic myeloid leukemia (CML) K562 cellline (American Type Culture Collection),

was maintained in culture in RPMI 1640 with Ultraglutamine 1 containing 10% fetal calfserum (FCS,

BioWhittaker) and supplemented with a penicillin-streptomycin-fungizone mixture IOOX

(BioWhittaker). The cells in exponential growth phase were cultured in 0.1% FCS containing

medium for 48 hours before TNFa treatrnents.

2.2. Reagents and antibodies

TNF-a (Sigma) was resuspended in a 0.5 % bovine serum alburnin solution in sterile PBS (IX) at 10

ug/ml. Stock solutions ofNF-KB inhibitors (all Calbiochem), carbobenzoxy-L-Ieucyl-L-Ieucyl-L­

leucinal (MG-132) and (E)3-[(4-methylphenyl)sulfonyl]-2-propenenitrile (BAYll-7082), were
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resuspended at20 mM in ethanol and 10 mM in dirnethyl sulfoxide respectively. When used, NF-KB

inhibitors were added to the cell cultures 2 hours prior TNFa treatrnents. The anti-Rel protein

antibodies ap50, ap52, ap65, ac-Rel, arelB and aBcl3 were purchased from Santa Cruz

Biotechnology, mc. (Sanvertech).

2.3. DNA sequence analysis

GSTP 1-1 promoter sequence was analysed using Matinspector (Genornatix) [52]

2.4. Nuclear protein extraction and electrophoretic mobility shift assay (EMSA)

Nuclear proteins from 107 cells were prepared as previously described [53] in the presence of

protease inhibitors pepstatin, leupeptin, aprotinin (Roche, Prophac), l , 10-phenanthroline and

phenyhnethylsulfonyl fluoride. Nuclear proteinlDNA binding activity and e1ectrophoretic runs were

perfonned as previously described [54]. Briefly, 10 fig nuclear extracts were incubated for 30 min on

ice with [y)2P]ATP-Iabeled oligonueleotides in 20 fil reaction mixture containing protease inhibitors,

10 mM Tris-HC~ pH 8.5,5 % glycerol, 50 mM NaCI, 0.5 mM EDTA, 0.5 mM dithiothreitol, 1 mM

MgCh, 2.5 mM poly(dl-de), 0.2 fig/fil BSA and 4 mg/ml spermidine. Reaction mixtures were loaded

onto a 5 % polyacrylamide gel (29: 1 cross-linking ratio) and electrophoresis were perfonned. In

supershift/inununodepletion experiments, the nuclear extracts and labeled probes were incubated in

the reaction mixture for 30 min on ice prior a 30 min incubation with 2 fig antibody on ice. In

competition experiments nuclear extracts and 50 fold molar excess ofunlabeled probes were pre­

incubated in the reaction mixture for 20 min on.ice. The hurnan recombinant protein NF-KBp50 at 50

gsu (for gel shift units) (promega) was 30 fold diluted in an anti-proteases containing solution

before use and 1fil was incubated in the presence of oligonucleotidic probes. Sequences of DNA
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oligonucleotidès sense strands (Eurogenlec) were as foIIows: probe -323KB (-328 10 -306) 5'­

TCTIAGGGAATITCCCC CCGCGA-3' ; probe -98KB (-104 to -82) 5'­

GTCCGCGGGACCCTCCAGAAGAG-3' ; probe -323KBM corresponding to the -323KB mutated

one 5'-TCTIACTCAATTfCCCCCCGCGA-3' ; probe CKB containing consensus NF-KB binding

sequence from the immunoglobulin light Kchain gene 5'-AGTIGAGGGGACTTICCCAGGC-3'.

Sense and antisense strands, 150 llg each, were annealed in 66 mM Tris-HCl pH 7.5, 13 mM MgCI2,

6.6 mM DTI and 1.3 mMEDTA by the followingprocedure: 5 min at 90° C, JO min at 65° C, JO

min at 37° C and 10 min at 20° C. The double strand oligonucieotides were J2P-Iabelled at the 5'-ends

by the polynucleotide kinase PNK (Roche, Prophac) following manufacturer's instructions with [y­

32p]ATP 7000 Ci/mmol (1CN) and purified on a spin column QIAquick Nucleotide Removal Kit

(Qiagen, Westburg).

2.5. RNA extraction andNorthern blot analysis

Total RNA was isolated from 107 treated or untreated ceIIs using NucieoSpin RNAII kit (Macherey­

Nagel) and JO ug RNA were subrnitted to electrophoresis in a 1% agarose gel followed by transfer 10

nylon membrane (Hybond XL, Amersham AP Biotech) using a vacuum blotter (Appligene).

Membranes were pre-hybridized for 1 hour in the presence of200 ug/ml herring sperm DNA and JOO

ug/rnl yeast!RNA at 42° C in 10 mlhybridization buffer (50% (v/v) formarnide, 6X SSC, 5 mM

EDTA, 0.1 % (v/v) SDS and 5X Denhart's). Membranes werethen hybridized with 25 ng GSTPI-I

probe and rehybridized with 25 ng GAPDH probe overnight at 42° C in JO ml hybridization buffer

containing herring sperm DNA and yeast tRNA. Membranes were washed 5 min with 2X SSC, 0.5 %

(v/v) SDS al room lemperature, 3 limes 5 minwith 2X SSC, 0.1 % (v/v) SDS at room temperature,

and 3 limes 30 min with IX SSC, 0.1 % (v/v) SDS at 55° C. cDNA probes were 32P_labeled by
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random priming using Rediprimell kit (AP-Biotech). Quantifications were performed by

phosphorirnaging the membranes on a Cyclone (Perkin-Elmer).

2.6. Plasmid constructs

Human genomic DNA was extracted from human peripheral blood cells following standard

procedures. Primers and experimental conditions used for the PCR amplication of a 396 bp and a

1175 bp region from the GSTP1-1 gene promoter on the basis of sequences deposited in GenBank

[26] (Accession Number XOS05S) were previously described [30]. The PCR products were subcloned

into a pCRII-Topo plasmid (Invitrogen), excised by KpnI and HindIII, and then cloned in the

dephosphorylated pGL3-Enhancer plasmid (Promega). The fmal constructs were narned -396pGSTP

and -1175pGSTP according to the size ofpromoter region cloned relative to the transcriptional start

site. The 5XpKB-323 was prepared by cloning five copies of the -323 to -314 sequence from the

GSTP1-1 gene promoter in the HindIIIIXhoI sites of a pMCS vector (Stratagene). The five copies of

the consensus NF-KB sequence containing pMCS vector was narned 5XpKB-C (Stratagene). TNFR1,

TRAF2, p65, NIK., IKB-DN and IKKj3 expression vectors were kindly provided by B. Aggarwal [37].

Deletion of the -323/-314 NF-KB site was obtained by directed mutagenesis and led to the pGST­

Mut-NFKB reporter plasmid. Mutagenesis was performed by PCR using the GeneTaylor kit

(Invitrogen), according to manufacturer's instructions. Due to the high G-C content of the promoter

sequence, PCRx Enhancer System (Invitrogen) was added to the reaction mixture to allow

amplification. Sequences of the primers spannirig the NF-KB distal site were as follows: sense, 5'-

ATCGCAGCGGTCTTACCCCGCGATGT-3'; antisense,5' -TAAGACCGCTGCGATCCCGG

AGCTT-3'. Primers synthesis and sequencing of the mutated plasmids in both orientations were

made by Eurogentec.
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2.7. Transient transfections

Transfections ofK562 ceUs were performee! by e1ectroporation using a BioRad gene Pulser. For each

experiment 3.75 x 106 ceUsat a concentration of 1.5 x 107 cells/ml were electroporated at the

following settings: 250 V and 500 IlF. Five micrograms luciferase reporter gene construct and 5 Ilg

ReniUa plasmid have been usee! for each pulse. After 48 hours the cells were harvested and

resuspendee! in growth medium (RPMIIFCS 10%) to a fmal concentration of 105 cells/ml in weUs of

microtitration plates and then treated or not. FoUowing treatrnents, 75 IIIDual-Glo™ Luciferase

Reagent were added to cells for a 10 minutes-incubation at 22° C before luciferase activity assay.

Then, 75 fil Dual-Glo™ Stop & Glo® Reagent were added for 10 min. at 22° C in order to assay

Renilla activity. Luciferase and ReniUa activities were measured using a Berthold Orion microplate

luminometer (Berthold) by integrating peaks of light emission for 10 s. Data are relative values of

firefly luciferase normalized to Renilla luciferase.
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3. Results -:

3.1. Effect ofTNFaand BAYll-7082 on the GSTPl-1 mRNA expression

Tumor necrosis factor a is an activator of the NF-KB signal transduction pathway and of reactive

oxygen species (ROS) production, which can be conjugated to GSH. In order to deterrnine the effect

of TNFa on GSTP1-1 expression, K562 cells were treated for 15 hours with various concentrations

ofTNFa, then total RNA were extracted and analyzed by Northern blot (Fig.2A). To investigate

whether the TNFa-induced GSTP1-1 mRNA expression could involve NF-KB transcription factors,

K562 cells were treated with the inhibitor ofTNFa-induced IKBa phosphorylation, BAYI 1-7082,

for 2 hours, prior to a l5-hour TNFa treatment (Fig.2B). Quantification of GSTP1-1 mRNA levels

showed a significant increase (1.6 fold) in cells treated with 20 ng/ml TNFa as weil as a reduction by

BAYII-7082 of the TNFa-induced GSTP1-1 mRNA increase (-72 %) (Fig.2C). Neither TNFa nor

BAY 11-7082 had an effect on the expression of the human GAPDH mRNA.

3.2. Effect ofTNFa on the GSTP1-1 promoter activity

According to the increased expression of the GSTP1-1 mRNA induced by TNFa we exarnined the

GSTP1-1 promoter activity in TNFœ-treatcd K562 cells by perforrning reporter gene transfection

assays. K562 cells were transiently transfected with the reporter -1175pGSTP plasmid in which the

luciferase gene is driven by a GSTP1-1 promoter region (see Experimental Procedures section).

Transfected cells were treated with 20 ng/ml TNFa for 8 hours. As shown in Fig. 3, TNFa induced a

2.9 fold activation of the GSTP1-1 gene promoter suggesting that TNFa signal transduction cascade

is able to activate the GSTP1-1 gene transcription.
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3.3. Binding artivity oftwo putative NF-K13 sequences within the GSI'PJ-J promoter gene

3.3.J. Effect ofTNFa on the binding activity ofthe putative NF-K13 sites

As NF-KB inhibition altered the effect ofTNFa.-induced expression of the GSTPI-J rnRNA in K562

cells, we investigated the capacity of the eSTPJ-J promoter to interact with a NF-KB dimer by

electromobility shift assay (EMSA). We thus studied the NF-KB like site (-98 to -89) as weli as a

putative NF-lCB sequence in position -323/-314 which was identified by DNA sequence analysis as

weli as the corresponding mutated sequences. We examined the capacity ofTNFctJto induce the

binding activity on both NF-lCB sites. Moreover, the oligonucleotidic probe C-lCB, containing the

consensus NF-KB binding site, was used as a positive control. With the C-KB probe two binding

complexes were increased in TNFa.-treated cells, whatever the concentration used (Fig.4A). Using

the -98KB probe, a single binding complex unaffected by TNFa. treatrnents was formed (FigAB). In

contrast, the -323lCB probe showed a similar pattern to that of the C-lCB probe with two binding

complexes (CI and C2) which were strongly induced by TNFa. (Fig. 4C). The-mutation within the

putative NF-KB -323/-314 sequence abolished the TNFa.-specific bindings (Fig. 4D). These results

suggest that CI and C2 are composed of nuclear factors which specifically bind to the -323/-314

region.

3.3.2 Specificity ofTNFa -induced binding complexes and effect ofNF-K13 inhibitors

Binding specificity of CI and C2 was then determined by EMSA using cold competitor

oligonucleotides (Fig. 5A). TNFa.-induced K562 nuclear extracts were incubated in the presence of

.adiolabeled -323lCB probe and with a 50 fold molar excess of the corresponding or the C-lCB
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unlabeled probe. ln these conditions Cl and C2 bindings were competed whereas the -323KBM

unlabeled probe failed to abolish the binding confmning the specificity of Cl and C2 complexes.

ln addition, treatments by BAYII-7082 or the proteasome inhibitor MG 132 prior to TNFa exposure

suppressed induction of Cl and C2 binding by TNFa (Fig. SA). Moreover, human recombinant NF­

KB pSO subunit bound to the -323KB probe but not to the -93KB probe (Fig. 5B). Altogether, data

show that the -323/-314 sequence specifically binds TNFa-inducible NF-KB dimers whereas the­

98KB sile does not act as a NF-KB binding site in our leukemia mode!.

3.3.3. Composition ofthe induced binding complexes

To further characterize these complexes, inununodepletion experiments were performed with

antibodies directed against pSO, pS2, p6S, c-Rel, RelB and Bcl3. As shown in Fig. 6, TNFa-induced

binding complexes Cl and C2 disappeared in presence of apSO and ap6S antibodies. Thus, complex

Cl corresponds to a NF-KB p65/p65 homodimer whereas the main complex C2 is identified as a NF­

KB p50/p65 heterodimer. Other antibodies did not affect either the specifie ar the unspecific bindings.

No supershift or inununodepletion was detected in experiments using the -98KB probe. Results led us

to conclude that the -323KB site specifically binds the TNFa-induced NF-KB pSO/p65 and p6S/p65

dimers whereas the -98KB site is not a NF-KB binding site in K562leukemia cells.

3.4. Activation ofGSTP1-1 promoter by TNFa signaling pathway via the -323NF-K13 site

Our previous results showed an increased binding to the -323NF-KB site in response ta TNFa

indicating that this cytokine may be able ta regulate GSTP 1-1 gene transcription through this

rcsponse element. In arder ta deterrnine whether the -323NF-KB site is sensitive ta TNFa treatment,
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K562 cel1s weïe transfected with reporter plasmids containing five copies of the -323/-314 NF-KB

site (5XpKB-323) or five repeats of a consensus NF-KB site from (5XpKB-C) (Fig.7A). TNFa­

treatrnent for 8 hours ofcells transfected with 5XpKB-323 or 5XpKB-C resulted in a 14.6 fold and 6.8

fold stimulation respectively. Results are consistent with the activation of the promoter and eSTP1-1

mRNA expression by TNFa in K562 cells, via the identified NF-KB site.

ln addition, expression vectors of the TNFa pathway intennediates (TNFRI, TRAF2, NIK, IKKf3,

IKB-DN, NF-KB p65) were co-transfected with the 5XpKB-323 reporter plasmid into K562 cells (Fig.

7B). NF-KBp65 as weil as NIK overexpressioninduced the most effective promoter activation with a

35.6 and a 33 fold activation, respectively. TRAF2 and TNFRI expression vectors induced a 20.6 and

a 6.5 fold increase respectively whereas the activation by IKKf3 was 3.7 fold increased only. The

expression ofdominant negative IKBa (IKB-DN) totally inhibited luciferase activity.

Furthennore, co-transfection of-396pGSTP reporter plasmid with the same NF-KB

expression vectors led to a significant increase of reporter gene activity (Fig.8A). NF-KBp65 as weil

as NIK overexpression induced the most effective promoter activation with a 16.5 and a 8 fold

activation, respectively. TRAF2 and TNFRI expression vectors induced a 3 and a 1.5 fold increase

respectively whereas the activation by IKKI3did not induce any increase. The expression ofdominant

negative IKBa (IKB-DN) again inhibited luciferase activity. In contrast, a construct without a

functional NF-KB site at -323 obtained by site-directed mutagenesis (pGST-Mut-NFKB) significantly

reduced the reporter gene activity with or without a cotransfection with a p65 expression vector (-

28 % and -56 % respectively) (Fig. SB). Taken together these resuIts demonstrate that TNFa

activates the eSTP1-1 gene through the -323NF-KB site.
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4. Discussion-:

TNFa regulates various cellular mechanisms, particularly immune responses, by induction of

specifie early responsive genes among which transcription factors such as c-jun and NF-KB [55, 56].

TNFa production is increased in a number of stressful and pathological states and as a

proinflammatory cytokine it promotes cell damage through several mechanisms including the

overproduction of ROS which is responsible for TNFa toxicity especially in cancer cells [23, 57, 58].

Besides, it bas been reported that TNFa induces several protective genes among which enzymes of

the (GSH) metabolism sueh as y-glutamylcysteine synthetase in HepG2 cells [59] and the murine

GSTA4 in regenerating liver [60]. Our present study investigates for the fust time the potential role of

TNFa as well as the NF-KB family of transcription factors in GSTP1-1 gene expression in human

leukemia cells. First of all, an increase in rnRNA expression was observed in TNFa-treated K562

cells and transient transfection assays clearly showed an activation of the GSTP1-1 promoter gene. In

addition, inhibition ofTNFa-induced rnRNA expression using the specifie IKBa phosphorylation

inlubitor BAYll-7082 [61] supportedour hypothesis that NF-KB is involved in the GSTPl-1 gene

activation by TNFa. Results obtained by Mori et al. recently demonstrated that BAY11-7082 could

be used as a suitable therapeutic agent to treat T celileukemia since NF-KB pathway is crucial in the

development of this pathology and apoptotic resistance [62]. Other detoxifying enzymes including the

multidrug resistance P-glycoprotein (MDR1) are inhibited by BAYll-7082 in kidney proximal

tubule cells when stimulated with cadmium [63]. Studies by Hideshima et al, [64] demonstrate that

proteasome inhibitors such as PSl145 and PS341 inhibit TNFa-induced NF-KB activation in a dose

and time dependant fashion in multiple myeloma cells. Therefore, proteasome inhibitors are also of

interest as therapeutic tools for inhibition of GSTP1-1-related drug resistance mechanisms.
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In ordër to determine whether NF-Kl3 could interact with GSTPl-l promoter, we performed

eIectromobility shift assays (EMSA). One NF-KB like (-98Kl3) binding site was previously described

in the GSTP1-1 promoter as a regulator element. However, few data about this site have been

published and its role in the GSTPl-l gene regulation remains unclear. Indeed, the sequence -98/-89

was shown to act as a repressor binding site in the human marnmary carcinoma cellline MCF7

whereas it was not effective in the VCREMS cells, a MCF7 multidrug-resistant derivative cellline

[32]. Authors showed that the silencing effect of this NF-Kl3 like site occurred by interacting with the

AP-l site in MCF7 cells but not in the human bladder carcinoma El ceUs [32, 33]. In contrast, Zhang

et al. provided evidence that this NF-Kl3 site is not involved in silencing the TRE/ARE function in

keratinocytes [65]. On the other hand, Xia et al., [66] showed that response ofGSTP 1 to oxidants is

mediated by a NF-Kl31ike site while response to anti-oxidants is mediated by the AP-l site. Thus,

regulation ofGSTPl canresult from cooperation between NF-Kl31ike and AP-l sites and the

fimction of the -98/-89 sequence might be cell type and/or drug dependent. However, neither the

capacity of the -98Kl3 site to bind a NF-KB dimer nor the involvement ofthis transcription factor in

the GSTP1-1 gene regulation had been demonstrated until now, particularly in leukemic celllines in

which the enzyme is largely expressed [9,67]. By DNA sequence analysis [52] we identified a distal

DNA sequence -323/-314 downstream from the minimal promoter as a putative NF-Kl3 binding site.

We then studied binding activity ofboth putative KB sites. EMSA experiments using K562 nuclear

extracts and probes containing NF-KB consensus from the immunoglobulin K light chain (C-KB) or

the -323/-314 sequence (-323KB) exhibited similar patterns. Indeed, two binding complexes were

induced by TNFa resulting from a specifie interaction within the -323/-314 sequence as assessed by

competition experiments with wild type (-323KB, C-Kl3) and mutated (-323Kl3M) probes. ln contrast,

we observed a single binding activity on the NF-Kl3like site (-98/-89) unaffected by TNFa
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treatments in K562 cells. Moreover, no binding ofhuman recombinant NF-KB p50 protein to this

probe was observed suggesting fundamental differences in the potential roles of -98/-89 and -323/­

314 sequences. Additional studies are needed to demonstrate the importance of the sequences

flanking the two NF-KE sites.

NF-KE activation is regulated via a well known signaling pathway [13, 15, 16]. In order to

characterize CI and C2 bindings, we used MG-132 and BAYll-?082 which inhibit TNFa-induced

NF-KE by blocking proteasome activity and phosphorylation ofIKEa, respectively [61, 68]. The­

323KE site was shown to bind TNFa-activated NF-KE dimers since both specifie complexes (Cl and

C2) were inhibited by MGl32 and BAYII-?082. CI and C2 complexes were then identified by

super-shift experiments as p65/p65 and p50/p65 NF-KE dimers, respectively. In contrast, super-shift

experiments did not reveal any binding ofNF -KB dimers to the -98KB probe.

In order to study the -323KE binding site we perfonned transfection experiments and so we

could establish that its transactivation potential is similar to the one of the consensus site. Previous

results clearly demonstrate that anti-inflanrroatory therapeutic agents block TNF-induced NF-KE

activation, lKEa phosphorylation and activation ofIKK, JNK, and AP-l, and suppressed TNF­

induced apoptosis. Our results obtained by co-transfection of expression constructs coding for

TNFRl, NIK, TRAF2, IKKI3, lKEa and p65/NF-KE specifically show that TRAF2, NIK, lKEa and

NF-KE/p65 are involved in the regulated activation of the GSTPl-l promoter. We show here for the

first time that the GSTPl-l promoter is regulated by a TNFRI, TRAF2, NIK pathway which leads to

activation OfNF-KB. The phosphorylation of lKEa is regulated by a large number ofkinases,

including lKK-a, IKK-I3, lKK-y, NIK, TGF-l3-activated kinase-l, AKT, and rnitogen-activated

protein/extracellular signal-related kinases. However, only IKKI3 mediates TNF-induced
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phosphorylation of IK13a at positions 32 and 36 which explains the strong negative effect of a

dominant negative mutant of IK13a in our assays. On the other hand, a mutated form of the ­

396pGSTP promoter shows a strongly reduced luciferase activity ifco-transfected with p6S/NF-KB

eonfirming the importance ofNF-KB in the expression of eST?l-I gene. Nevertheless, this mutated

construct maintains luciferase reporter gene activity which is potentially due to the presence of a

consensus AP-I site at -73. Our results confirrnour previous reports describing the role of the -73

AP-I site in constitutive and TPA-induced reporter gene activity [30].

The NF-K13 family of transcription factors is involved in acquisition of resistance to

anticancer drugs as weU as ta apoptosis. NF-KB-mediated mdrl gene upregulation is part of the anti­

apoptotic protection meehanism ofproximal tubule (PT) ceUs against cadmium-induced oxidative

stress and apoptosis [63]. Bentires-Alj et al., [69) have recently shown a new relationship between

NF-K13 and resistance to chemotherapy through the regulation ofhuman mdrl gene expression since

the inhibition ofNF-K8 aetivity sensitizes resistant colon eancer ceUs ta daunomycin through a

deereased mdr 1 gene expression. In addition, NF-K13 seems to be an inducer of anti-apoptotic genes

[70]. B cell chronie Iymphocytie leukemia presents a strong resistanee ta apoptosis indueing agents

due to expression of antiapoptotie genes such as the inhibitor of apoptosis protein (IAP) and TNF

reeeptor associated protein TRAF gene families [71] whieh are NF-K13 target genes. Hodgkin's

disease tumor ceUsconstitutively activate NF-K13 pSO in Hodgkin/Reed-Sternberg eells preventing

apoptosis under stress conditions [72]. Moreover, it is now admitted that most of the antieaneer drug

farnilies [73-76] have in common the activation ofNF-K13 [77] whieh leads ta chemoresistance. Thus,

inhibition of S-Fluorouraeil-activated NF-K13 by disulfiram enhances eytotoxicity of the DNA

synthesis inhibitor in eoloreetal cancer ceUlines [78] and activation OfNF-KB by topoisomerase

ooisons such as SN38 and doxorubicin proteets HeLa cells from the apoptotie effeet ofthe drugs [79].
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We show here that GSTP1-1 gene expression is regulated by NF-KB as a wide range ofgenes

involved in carcinogenesis and in apoptosis inhibition. NF-KB contributes to the age-associated up­

regulation ofcycloxygenase-2 [80] and controls the over-exprcssion of the 12-lipoxygenase in human

erythroleukemia ceUs [81]. As weU, manganese superoxide dismutase (MnSOD) expression is

induced by NF-KB in epithelial cancer ceUs in response to TNP-a [82]. In the sarne way, GSTP1-1

protein is involved in carcinogenesis and in resistance to apoptosis. Indeed, Gilot et al., [83]

demonstrated that GSTPl-l can inhibit Jun N-terminal Kinase (JNK), preventing apoptosis in rat

hepatocytes and GSTPIIP2 (-f-) knock-out mice present increased JNK activity in liver and lung [84].

Furthermore, GSTP1-1 is up-regulated in chronic lymphoid leukemia [85] and ils overexpression has

been associated with a severe prognosis in B ceUlymphoma [86].

In conclusion, we report for the first time the binding activity of a functional NF-KB site

upstream of the minimal promoter of the GSTP1-1 gene in K562 leukemia ceUline whereas the

previously described NF-KB like sequence (-98.to -89) in the minimal promoter is not able to bind

NF-KB in our experimental conditions and ceUular mode!. Together, our results show the activation

of the GSTP1-1 gene during inflammation and potentiaUy during cancer. Further identification of the

mechanisms underlying transcriptional control of GSTP1-1 gene will be important for the

development ofnovel therapeutic strategies in chemoresistant leukemia.
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Figure legends

Fig. 1. GSTP1-1 gene promoter representatlon. Transcription factor binding sites within the

GSTP1-1 promoter gene are described according to [28,29,31,32, 52, 66]. lndicated positions along

the gene are relative to the transcription initiation site. Putative NF-KB binding sites are represented

with their DNA sequences.

Fig. 2. Effect of TNFa and NF-KR inhibition on the GSTP1-1 rnRNA expression. A. K562 cel1s

were treated with various TNFa concentrations as indicated for 15 hours. Expression of GSTPf-f

rnRNA was monitored by Northern Blot analysis using GSTP1-f cDNA as a probe. Human GAPDH

rnRNA expression was used as an internaI control. B. The effect of 20 nglml TNFa alone (T) or with

BAYlI-7082 (T+B) for 15 hOUTS on the GSTP1-1 rnRNA level was compared to untreated extracts

(C) and quantified using a phosphor imager Cyclone (Perkin-Elmer). Results are representative of

three independent experiments ± SD (p<0.05). C. K562 cells were treated for 15 hours with 20 nglml

TNFa alone or following a 2 hours preincubation with 10 nglml BAYlI-7082. Expression of

GSTP1-1 rnRNA was monitored by Northem Blot analysis using GSTPl-l cDNA as a probe. Human

GAPDH rnRNA expression was used as an intemal control.

Fig. 3. Effect of TNFa on the GSTP1-1 promoter activity. K562 cel1s were transiently co­

transfected with 5 ug of the luciferase reporter -396pGSTP plasmid and 5 ~g of Renil1a plasmid.

Transfected cel1s were treated with 20 nglml TNFa for 8 hours. Luciferase activity was measured

using Promega's Dual_G1o™ Luciferase Assay system and Berthold Lurninometer. Data shown are

relative values of firefly luciferase normalized to renilla luciferase. Each bar represents the average of

triplicate detenninatious ± SD.
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Fig. 4. Blnding activity of both putative KB sites. EMSA experiments were performed by

incubating 10 fig nuclear extracts from untreated or TNFa-treated K562 cells for 4 hours with

oligonueleotide probes containing: A. the consensus NF-KB binding site C-KB, B. the NF-KB like site

from GSTPI promoter gene in -98 (-98KB), C. the putative NF-KB site in -323 from the GSTPI

promoter gene (-323KB). CI and C2 indicate TNFa-induced binding complexes, D. the mutated ­

323KB probe in the putative NF-KB site (-323KBM). Lanes 1: untreated nuclear extracts, Lanes 2,3,

4: TNFa-treated K562 cells with 0.5, 5 and 20 ng/ml respectively. Results are representative of at

least three independent experiments.

Fig. 5. Specificity of Cl and C2 TNFa induced binding complexes to the -323KB probe. A. K562

cells were left untreated (Jane 5) or were treated with 0.5ng/ml TNFa (Ianes 1-4 and 6-8) during 4

hours alone or in the presence of NF-KB inhibitors MG132 (Jane 7) and BAYI 1-7082 (lane 8).

Nuelear extracts (10 llg) were incubated in the presence of the -323KB labeled probe (Jane 1) with a

50 fold molar excess of the similar cold probe (lane 2), the -323KBM cold probe (lane 3) or the C-KB

cold probe (Jane 4). TNFa induced binding complexes are indicated as CI and C2. B. Human

recombinant NF-KB P50 protein (hrP50) subunit was incubated with the -323KB probe (Jane 1) or

with the -98KB probe (Iane 2).

Fig. 6. Identification of TNFa-induced Cl and C2 binding complexes. Nuelear extracts (10 ug)

from untreated (Jane 1) or TNFa-treated K562 cells (0.5 ng/ml) (Ianes 2-10), were incubated in the

presence of labeled -323KB or -98KB probes as indicated, with antibodies directed against NF-KB

subunits P50 (lane 3), P52 (lane 4), P65 (Jane 5), RelB (lane 6), C-Rel (Jane 7), and Bel3 (lane 8).

Composition of CI and C2 binding NF-KB dimers forming complexes on the -323KB probe are

indicated.
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Fig. 7. Effeet of TNFa signaling pathway on the 5XpKB-323 reporter plasmid. A, K562 cells

were transfected with 5XpKB-323 (black histogram) or 5XpKB-C (grey histogram) reporter plasmids

and then treated with 20 ng/ml TNFa for 8 hours. B, Expression vectors of the TNFa pathway

intermediates (TNFRI, TRAF2, NIK, IKK[:l, IKB-DN, NF-KB p65) were co-transfected with the

5XpKB-323 reporter plasmid into K562 ceUs and promoter activity was determined following 8 hours

culture. Luciferase activity was measured using Promega's Dual-GIo™ Luciferase Assay system and

Berthold Lurninometer. Data shown are relative values of firefly luciferase normalized to reuilla

luciferase. Each bar represents the average oftriplicate determinations ± SD.

Fig. 8. Effeet of TNFa signaling pathway on the mutated -396pGSTP reporter plasmid. K562

cells were co-transfecred with expression vectors of the TNFa pathway intermediates (TNFRI,

TRAF2, NIK, IKK[:l, IKB-DN, NF-KB p65) and -396pGSTP or pGST-Mut-NFKB reporter plasmids

as indicated. Promoter activities were determined following 8 hours culture. Luciferase activity was

measured using Promega's Dual-Glo™ Luciferase Assay system and Berthold Lurninometer. Data

shown are relative values of firefly luciferase normalized to renilla luciferase. Each bar represents the

average oftriplicate determinations ± SD.
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RESUME

La glutathion S-Transférase P'l-I (GSTPl-l), 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 en ce qui concerne l'expression du gène ainsi que des voies de transduction du signal

impliquées. Dans une étude précédente, notre équipe a montré l'importance du site AP-I en tant que régulateur

du promoteur minimal de la GSTPl-l. Pour ce travail, nous montrons dans un premier temps que des inducteurs

typiques d'AP-l comme l'ester de phorbol TPA ou les métaux lourds n'induisent pas l'expression de l'ARNm de

la GSTPl-l dans la lignée leucémique K562. Par contre, nous confirmons l'importance de c-Jun, c-Foset de la

voie de signalisation menant à l'induction de AP-I dans la régulation de l'expression de la GSTPl-l. La plupart

des gènes régulés par AP-l étant aussi régulés par NF-KB, nous avons décidé de vérifier le rôle de ce facteur

dans la régulation de la GSTPl-I dont l'ARNm est inductible au TNFa. Grâce à un outil informatique, nous

avons pu découvrir la présence d'un site NF-KB qui fixe les sous-unités p5ü et p65 de NF-KB en réponse à un

traitement au TNFa. Des expériences de co-transfections nous ont permis de compléter nos études en prouvant

que la voie de signalisation NF-KB est bien impliquée dans la régulation de la GSTPI-l. Finalement, nous avons

démontré l'efficacité d'agents chimiopréventifs, grâce à l'utilisation de la curcumine dont nous démontrons ici la

capacité d'inhiber l'expression de la GSTPI-I en bloquant la fixation d'AP-l et de NF-KB tout en induisant

l'apoptose dans les cellules leucémiques K562. Nous avons élargi nos résultats vers à l'utilisation d'autres agents

chimiopréventifs dont la capsaicine et l'émodirie. En résumé, nos résultats montrent que la GSTPl-l est régulée 1

par les facteurs de transcription AP-l et NF-KB et inhibée par des agents chimiopréventifs qui présentent un

intérêt potentiel pour de nouvelles thérapies anti-cancéreuses.
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